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@ Katalytische Untereinheit menschlicherTelomerase. 



£f\ Die Erfindung stellt Zusammensetzungen und Verfah- 
ren bereit, die sich auf menschliche Telome rase- re- 
verse Transkriptase (hTRT), die katalytische Protein-Unter- 
einheit von menschlicher Telomerase, beziehen. Die erfin- 
dungsgemassen Polynucleotide und Polypeptide sind 
nutzlich fur die Diagnose, Prognose und zur Behandlung 
von menschlichen Krankheiten, zur Veranderung der Proli* 
ferationskapazitat von Zellen und Organismen zur Identifi- 
zierung und zum Screenen von Verbindungen und Be- 
handlungen, die fur die Behandlung von Krankheiten, wie 
z.B. Krebs, von Nutzen sind. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Nucleinsauren und Polypeptide, die die katalytische Unterein- 
heit von Telomerase codieren. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung die katalytische Unterein- 
5 heit von menschlicher Telomerase. Die Erfindung stellt Verfahren und Zusammensetzungen bereit, die 
die Medizin, Molekularbiologie, Chemie, Pharmakologie und medizinische, diagnostische und prognosti- 
sche Verfahren betreffen. 

Die folgende Diskussion soil den Leser in das Gebiet, auf das sich die vorliegende Erfindung bezieht, 
einfuhren. Das Zitieren verschiedener Literaturstellen in diesem Abschnitt soil nicht als ein Eingestand- 

10 nis einer Vorwegnahme der Erfindung verstandeh werden. 

Es ist schon lange bekannt, dass die vollstandige Replikation der Enden von eukaryotischen Chromo- 
somen spezialisierte Zellbestandteile erfordert (Watson, Nature New. Biol. 239 (1972), 197 und Olovni- 
kov, J. Theor. Biol. 41 (1973), 181). Die Replikation eines linearen DNA-Strangs durch ubliche DNA-Po- 
lymerasen erfordert einen RNA-Primer und sie kann nur in 5'-3'-Richtung fortschreiten. Bei Entfernung 

15 der an das aussere 5'-Ende chromosomaler eukaryotischer DNA-Strange gebundene RNA wird eine 
Lucke eingefuhrt, was zu einer fortschreitenden Verkunung der Tochterstrange bei jeder Replikations- 
runde fuhrt. Diese Verkurzung von Telomeren, die die an den Enden von Chromosomen physisch loka- 
lisierten Protein/DNA-Strukturen darstellen, scheint der\3rund fur das Phanomen der zellularen Senes- 
zenz Oder Alterung (siehe z.B. Goldstein, Science 249 (1990), 1129; Martin et al., Lab. Invest. 23 

20 (1979), 86; Goldstein et al„ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 64 (1969), 155 und Schneider und Mitsui, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 73 (1976), 3584) normaler menschlicher somatischer Zellen in vitro und in vivo zu 
sein. 

Die Lange und Integritat von Telomeren steht somit mit dem Eintritt einer Zelle in einen seneszenten 
Status (d.h. den Verlust der Proliferationsfahigkeit) in Zusammenhang. Da ruber hinaus durfte die Fahig- 
25 keit einer Zelle die Telomerlange zu bewahren (oder zu steigern) es der Zelie erlauben, der Seneszenz 
zu entgehen, d.h. unsterblich zu werden. 

Die Struktur von Telomeren und Telomer-DNA wurde in zahlreichen Systemen untersucht (siehe z.B. 
Harley und Villeponteau, Curr. Opin. Genet. Dev. 5 (1995), 249). In den meisten Organismen besteht 
Telomer-DNA aus einem Tandemarray von sehr einfachen Sequenzen; in Menschen und anderen Ver- 
30 tebraten besteht Telomer-DNA aus hunderten bis tausenden von Tandemwiederholungseinheiten der 
Sequenz TTAGGG. Verfahren zur Bestimmung und Modulierung der Telomerlange in Zellen sind in den 
PCT-Veroffentlichungen WO 93/23 572 und WO 96/41 016 beschrieben. 

Die Wahrung von Telomeren ist eine Funktion einer Telomerspezifischen DNA-Polymerase, die als 
Telomerase bekannt ist. Telomerase ist ein Ribonucleoprotein (RNP), das einen Anteil seiner RNA-Ein- 
35 heit als eine Matrize fur die Synthese der DNA-Telomer-Wiederholungseinheiten verwendet (Morin, Eur. 
J. Cancer 33 (1997), 750; Yu et al., Nature 344 (1990) 126; Singer und Gottschling, Science 266 

(1994) , 404; Autexier und Greider, Genes Develop. 8 (1994), 563; Gilley et al., Genes Develop. 9 

(1995) , 2214; Mc Eachem und Blackburn, Nature 367 (1995), 403; Blackburn, Ann. Rev. Biochem. 61 
(1992), 113; Greider, Ann. Rev. Biochem. 65 (1996), 337). Die RNA-Bestandteile von menschlichen und 

40 anderen Telomerasen wurden cloniert und charakterisiert (siehe die PCT-Veroffentlichung WO 96/01835 
und Feng et al., Science 269 (1995), 1236). Die Charakterisierung der Proteinbestandteile von Telome- 
rase war jedoch schwierig. Dies ruhrt teilweise daher, dass es sich als schwierig herausgestellt hat, Te- 
lomerase-RNP zu reinigen, das in Zellen, in denen es exprimiert wird, nur in ausserst geringen Konzen- 
trationen vorhanden ist. Beispielsweise nahm man an, dass menschliche Zellen, von denen man weiss, 

45 dass sie hohe Spiegel an Telomerase-Aktivitat exprimieren, lediglich etwa 100 Enzymmolekule pro Zelle 
besitzen. 

Ubereinstimmend mit der Beziehung von Telomeren und Telomerase mit der Proliferationsfahigkeit ei- 
ner Zelle (d.h. der Fahigkeit einer Zelle, sich unbegrenzt zu teilen), wurde Telomerase-Aktivitat in un- 
sterblichen Zellinien und in ausgesprochen unterschiedlichen Arten von Tumorgeweben nachgewiesen, 

50 sie wurde jedoch nicht in normalen somatischen Zellkulturen oder normalen Geweben in Nachbarschaft 
eines Tumors (siehe US-Patente mit den Nummern 5 629 154; 5 489, 508; 5 648 215 und 5 639 613; 
siehe auch Morin, Cell 59 (1989) 521; Shay und Bacchetti, Eur. J. Cancer 33 (1997), 78 7; Kim et al., 
Science 266 (1994), 2011; Counter et al., EMBO J. 11 (1992), 1921; Counter et al„ Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 91 (1994), 2900 und Counter et a!., J. Virol. 68 (1994), 3410) nachgewiesen (d.h. war nicht 

55 vorhanden oder unter der Nachweisgrenze des Assays). Daruber hinaus wurde uber einen Zusammen- 
hang zwischen dem Spiegel an Telomeraseaktivitat in einem Tumor und des wahrscheinlichen klini- 
schen Verlaufs der Krankheit des Patienten berichtet (z.B. US-Patent Nr. 5,639,613, a.a.O., und Lang- 
ford et al. t Hum. Pathol. 28 (1997), 416). Telomerase-Aktivitat wurde auch in menschlichen Keimzellen, 
proliferierenden Stammzellen oder Nachkommen davon und aktivierten Lymphocyten nachgewiesen. In 

60 somatischen Stammzellen oder den Nachkommen davon und in aktivierten Lymphocyten ist die Telome- 
rase-Aktivitat typischerweise entweder sehr gering oder nur transient exprimiert (siehe Chiu et al., Stem 
Cells 14 (1996), 239, Bodnar et., Exp. Cell Res. 228 (1996), 58 und Taylor et al., J. Invest. Dermatolo- 
gy 106 (1996), 759). 

Menschliche Telomerase ist ein ideales Zief fur., die Diagnose un< Behandlung menschlicher Krank- 
65 heiten, die sich auf zellulare Proliferation und Seneszenz, wie beisp elsweise Krebs, beziehen. Verfah- 
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ren zur Diagnose und Behandlung von Krebs und anderen mit Telom rase in Zusammenhang stehen- 
den Krankheiten in Menschen sind in den US-Patenten Nr. 5 489 508, 5 639 613 und 5 645 986 be- 
schrieben. Verfahr n zur Vorhersage des Fortschreitens eines Tumors durch Beobachtung von 
Telomerase sind in dem US-Patent Nr. 5 639 613 beschrieben. Das Auffinden und die Charakterisie- 

5 rung der katalytischen Protein-Untereinheit menschlicher Telomerase wurde zusatzliche nutzliche As- 
says fur Telomerase und fur die Diagnose und Therapie von Krankheiten bereitstellen. Daruber hinaus 
wurde es die Clonierung und die Bestimmung der Primarsequenz der katalytischen Protein-Untereinheit 
erlauben, wirksamere Therapien fur menschlichen Krebs und andere Krankheiten, die mit der Proiiferati- 
onsfahigkeit und Seneszenz von Zellen zusammenhangen, bereitzustellen. 

10 Die vorliegende Erfindung stellt eine isolierte, im wesentlichen reine Oder rekombinante Proteinprapa- 
ration eines Telomerase-reverse Transkriptase-Proteins Oder einer Variante oder eines Fragments da- 
von bereit. In einer Ausfuhrungsform weist das Protein folgende Aminosauresequenz auf: 

Trp-R r X r R r R r R 2 O^Phe-Phe-Ty^ 

15 wobei X eine beliebige Aminosaure ist und eine tiefgestellte Zahl sich auf die Anzahl von aufeinander- 
folgenden Resten bezieht, Ri Leucin ist oder Isoleucin, R2 Glutamin oder Arginin, R3 Phenylalanin oder 
Tyrosin und R4 Lysin oder Histidin. In einer Ausfuhrungsform hat das Protein eine Sequenz von 
menschlicher TRT. In anderen Ausfuhrungsformen betrifft die Erfindung Peptide und Polypeptide, die 
mit einer Untersequenz solcher Proteine im wesentlich Sequenzidentitat gemeinsam haben. 

20 In einer verwandten Ausfuhrungsform stellt die Erfindung eine isolierte, im wesentlichen reine oder re- 
kombinante Nucleinsaure bereit, die ein Telomerase-reverse Transkriptase-Protein codiert. In einer Aus- 
fuhrungsform hat das Protein die folgende Aminosauresequenz: 

Trp-R r X 7 -R r R r R 2 OC-Phe-Phe-TyrO^ 

25 

In einer Ausfuhrungsform hat die Nucleinsaure eine Sequenz menschlicher TRT. In weiteren Ausfuh- 
rungsformen betrifft die Erfindung Oligonucleotide und Polynucleotide, die mit einer Untereinheit solcher 
Nucleinsauren wesenttiche Sequenzidentitat gemeinsam haben. 

Ein erfindungsgemasser Aspekt betrifft menschliche Telomerase-reverse Transkriptase (hTRT). Somit 
30 stellt die Erfindung in einer Ausfuhrungsform eine isolierte, im wesentlichen reine oder rekombinante 
Proteinpraration eines menschlichen Telomerase-reverse Transkriptase (hTRT)-Proteins oder einer Vari- 
ante oder eines Fragments davon bereit. 

In einer Ausfuhrungsform ist das Protein durch eine Aminosaure gekennzeichnet mit mindestens etwa 
75% oder mindestens etwa 80% Sequenzidentitat zu dem hTRT-Protein von SEQ. ID. Nr. 2 (Fig. 17) 
35 oder eine Variante oder eines Fragments davon. In einer verwandten Ausfuhrungsform hat das hTRT- 
Protein die Sequenz von SEQ. ID. Nr. 2, In einigen Ausfuhrungsformen weist das Protein eine oder 
mehrere Telomerase-Aktivitaten auf, beispielsweise katalytische Aktivitat. In einer Ausfuhrungsform weist 
das hTRT-Proteinfragment mindestens 6 Aminosaurereste auf. 

Die Erfindung stellt auch eine, ein hTRT-Protein und eine RNA umfassende Zusammensetzung be- 
40 reit. Die RNA kann eine Telomerase-RNA sein, beispielsweise eine RNA menschlicher Telomerase. In 
einer Ausfuhrungsform bilden das hTRT-Protein und die RNA menschlicher Telomerase einen Ribonu- 
cleoproteinkomplex mit einer Telomerase-Aktivitat. 

Ein erfindungsgemasser Aspekt betrifft die Bereitstellung isolierter menschlicher Telomerase, bei- 
spielsweise einer im wesentlichen reinen menschlichen Telomerase, die menschliche Telomerase-re- 
45 verse Transkriptase (hTRT) und menschliche Telomerase RNA (hTR) umfasst. In einer Ausfuhrungsform 
hat die Telomerase eine Reinheit von mindestens etwa 95%. Die Telomerase kann aus einer Zelle iso- 
liert sein. 

Ein weiterer erfindungsgemasser Gesichtspunkt betrifft die Bereitstellung eines isolierten, syntheti- 
schen, im wesentlichen reinen oder rekombinanten Polynucleotids, das eine ein hTRT-Protein codieren- 

50 de Nucleinsauresequenz umfasst. In einer Ausfuhrungsform hat das Polynucleotid eine Nucleotidse- 
quenz, die ein hTRT-Protein codiert, das eine in SEQ. ID. Nr. 2 angegegebene Aminosauresequenz 
hat, oder eine Sequenz, die eine oder mehrere konservative Substitutionen in dieser Aminosaurese- 
quenz umfasst. Ein verwandter Aspekt betrifft die Bereitstellung eines Polynucleotids, das unter strin- 
genten Bedingungen mit einem Polynucleotid mit der Sequenz von SEQ. ID. Nr. 1 hybridisiert. In einer 

55 weiteren verwandten Ausfuhrungsform hat die Nucleotidsequenz des Polynucleotids eine kleinste Sum- 
menwahrscheinlichkeit von weniger als etwa 0,5 im Vergleich zu einer in SEQ. ID. Nr. 1 angegebenen 
Nucleotidsequenz mittels des BLAST-Algorithmus unter Verwendung von Voreinstellungsparametern. 

Ein weiterer erfindungsgemasser Aspekt betrifft die Bereitstellung eines Polynucleotids mit einer Pro- 
motorsequenz, die mit der das hTRT-Protein codierenden Sequenz funktionell verknupft ist. Der Promo- 

60 tor kann ein Promotor sein, der nicht dem naturltch vorkommenden hTRT-Promotor entspricht. Ein ver- 
wandter erfindungsgemasser Gesichtspunkt betrifft die Bereitstellung eines Express ionsvektors, der das 
hTRT-Polynucleotid umfasst. 

Die Erfindung stellt auch ein isoliertes, synthetisches, im wesentlichen reines oder rekombinantes Po- 
lynucleotid bereit, das eine Lange von mindestens 10 Nucleotiden aufweist und eine aufeinanderfolgen- 

65 de Sequenz von mindestens 10 Nucleotiden urmasst die zu einer aufeinanderfolgenden Sequenz in ei- 
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nem naturlich vorkommenden hTRT-Gen oder hTRT-mRNA identisch Oder genau komplementar ist. In 
einigen Ausfuhrungsformen ist das Polynucleotid eine RNA, eine DNA, oder s enthalt ein Oder mehre- 
re nicht naturlich vorkommende, synthetische Nucleotide. In einer Ausfuhrungsform ist das Polynucleotid 
id ntisch oder genau komplementar zu der aufeinanderfolgenden Sequenz von mindestens 10 aufeinan- 

5 derfolgenden Nucleotiden in einem naturlich-vorkommenden hTRT-Gen oder einer hTRT-mRNA. Bei- 
spielsweise kann das Polynucleotid ein «antisense»-Polynucleotid sein. In einer anderen Ausfuhrungs- 
form umfasst das antisense-Polynucleotid mindestens etwa 20 Nucleotide. 

Die Erfindung stellt auch ein Verfahren zur Herstellung rekombinanter Telomerase durch Inkontakt- 
bringen eines rekombinanten hTRT-Proteins mit einem Telomerase-RNA-Bestandteil unter solchen Be- 

10 dingungen bereit, dass das rekombinante Protein und der Telomerase-RNA-Bestandteil zur Bildung ei- 
nes Telomerase-Enzyms assoziieren, das die Hinzufugung von Nucleotiden zu einem Telomerase-Sub- 
strat katalysieren kann. In einer Ausfuhrungsform hat das hTRT-Protein die Sequenz von SEQ. ID. 
Nr. 2. Das hTRT-Protein kann in einem in vitro- Expressionssystem hergestellt und mit einer Telomera- 
se-RNA vermischt werden; in einer anderen Ausfuhrungsform wird die Telomerase-RNA in dem in vitro- 

15 Expressionssystem coexprimiert. In einer Ausfuhrungsform ist die Telomerase-RNA menschliche Telo- 
merase-RNA. In einer alternativen Ausfuhrungsform geschieht das Inkcntaktbringen in einer Zelle, bei- 
spielsweise einer menschlichen Zelle. In einer Ausfuhrungsform weist die Zelle keine Telomeraseaktivi- 
tat vor dem Inkontaktbringen von hTRT und der RNA eines hTRT-Polynucleotids (oder der Einfuhrung 
z.B. durch Transfektion) auf. In einer Ausfuhrungsform wird die Telomerase-RNA naturiicherweise von 

20 der Zelle exprimiert. 

Die Erfindung stellt auch eine Zelle bereit, beispielsweise eine menschliche Zelle, Mauszelle oder He- 
fezelle, die die erfindungsgemassen rekombinanten Polynucleotide enthalt, beispielsweise ein Polynu- 
cleotid mit einer mit einem Promotor funktionell verknupften, ein hTRT-Protein codierenden Sequenz. 
Hinsichtlich bestimmter Aspekte ist die Zelle eine Vertebratenzelle, beispielsweise eine Zelle eines Sau- 

25 gers, z.B. eines Menschen, und weist eine erhohte Proliferationsfahigkeit relativ zur Zelle auf, die an- 
• sonsten identisch ist, jedoch nicht das rekombinante Polynucleotid umfasst, oder sie weist einen erhoh- 
ten Telomerase-Aktivitatsspiegel auf, relativ zu einer Zelle, die ansonsten identisch ist, jedoch nicht re- 
kombinante Polynucleotide umfasst. In einigen Ausfuhrungsformen ist die Zelle unsterblich. 

Verwandte erfindungsgemasse Ausfuhrungsformen betreffen die Bereitstellung von Organismen und 

30 Zellen, die ein Polynucleotid umfassen, das ein menschliches Telomerase-reverse Transkriptase- Poly- 
peptid ist. Dazu zahlen ein transgener nicht-menschlicher Organismus, wie beispielsweise Hefe, eine 
Pflanze oder Bakterium oder ein Tier, beispielsweise eine Maus. Die Erfindung stellt auch transgene 
Tiere und Zellen bereit, bei denen ein hTRT-Gen deletiert wurde («knockedout»») oder so mutiert wurde, 
dass das Gen ein naturlich vorkommendes hTRT-Genprodukt nicht exprimiert. Somit hat in alternativen 

35 Ausfuhrungsformen das transgene Tier ein mutiertes Telomerasegen, ist ein hinsichtlich einer Telomera- 
se-Aktivitat defizientes Tier, ist ein Tier, dessen TRT-Defizienz das Ergebnis eines mutierten Gens ist, 
das eine TRT mit einem herabgesetzten Spiegel an Telomerase-Aktivitat im Vergleich zu einem Wild- 
typ-TRT besitzt oder ein Tier mit einem mutierten TRT-Gen mit einer oder mehreren Mutationen, wozu 
«missense» Mutationen, «nonsense»-Mutationen, Insertionen und Deletionen zahlen. 

40 Die Erfindung stellt auch einen isolierten oder rekombinanten Antikorper oder ein Fragment davon be- 
reit, die an hTRT-Protein spezifisch binden. In einer Ausfuhrungsform bindet der Antikorper mit einer Af- 
finitat von mindestens etwa lO^M -1 . Der Antikorper kann eine monoclonale oder polyclonale Zusammen- 
setzung, beispielsweise ein polyclonals Antiserum, sein. Ein verwandter erfindungsgemasser Aspekt be- 
trifft die Bereitstellung einer Zelle, die den Antikorper sezernieren kann, beispielsweise ein Hybridom. 

45 Die Erfindung stellt auch ein Verfahren zum Nachweis zur Verfugung, ob eine Verbindung oder eine 
Behandlung ein Modulator einer reversen Transkriptase-Aktivitat von Telomerase oder der hTRT-Ex- 
pression ist durch den Nachweis oder die Oberwachung einer Veranderung in der Aktivitat oder Expres- 
sion in einer Zelle, einem Tier oder einer Zusammensetzung, die ein hTRT-Protein oder entsprechendes 
Polynucleotid umfasst, nach Verabreichung der Verbindung oder der Behandlung. In einer Ausfuhrungs- 

50 form beinhaltet das Verfahren die folgenden Schritte: Bereitstellung einer TRT-Zusammensetzung, In- 
kontaktbringen der TRT mit der Testverbindung und Messung der Aktivitat der TRT, wobei eine Veran- 
derung in der TRT-Aktivitat in Gegenwart der Testverbindung ein Indikator dafur ist, ob die Testverbin- 
dung TRT-Aktivitat moduliert. In bestimmten Ausfuhrungsformen ist die Zusammensetzung eine Zelle, 
ein Organismus, ein transgener Organismus oder ein in vitro-System, beispielsweise ein Expressionssy- 

55 stem, das ein ein hTRT-Polypeptid codierendes rekombinantes Polynucleotid enthalt. Somit kann die 
menschliche Telomerase-reverse Transkriptase dieses Verfahrens ein Produkt einer in vitro-Expression 
sein. In verschiedenen Ausfuhrungsformen kann der Nachweis einer Telomerase-Aktivitat oder -Expres- 
sion dadurch erfolgen, dass eine Veranderung in der Haufigkeit eines hTRT-Genprodukts dadurch nach- 
gewiesen wird, dass der Einbau einer Nucleotidmarkierung in ein Substrat fur Telomerase uberwacht 

60 wird, die Hybridisierung einer Sonde mit einem verlangerten Telomerase-Substrat, die Amplifikation ei- 
nes verlangerten Telomerase-Substrats, die Telomerlange einer der Testverbindung ausgesetzten Zelle 
und der Verlust der Fahigkeit der Telomerase an ein Chromosom zu binden oder durch die Messung 
der Anreicherung oder des Verlusts einer Telomerstruktur. 

Ein rfindungsgemasser Aspekt betrifft die Bereitstellung eines Verfahrens zur - Nachweis eines 

65 menschlichen Telomerase-reverse Transkriptase (hTRT)-Genprodukts in einer biologUchen Probe durch 
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Inkontaktbringen der biologischen Probe mit einer Sonde, die das Genprodukt spezifisch bindet, wobei 
di Sonde und das Genprodukt einen Komplex bilden, und durch den Nachweis des Komplexes, wobei 
das Vorhandensein des Komplexes mit dem Vorhandensein des hTRT-Genprodukts in der biologischen 
Probe korreliert. Das Genprodukt kann RNA, DNA Oder ein Polypeptid sein. Zu den Beispielen fur Son- 
5 den, die zum Nachweis verwendet werd n konnen, zahlen, jedoch ohne Beschrankung darauf, Nuclein- 
sauren und Antikorper. 

In einer Ausfuhrungsform ist das Genprodukt eine Nucleinsaure, die durch Amplifikation des Gens 
und Nachweis des Amplifikationsprodukts nachgewiesen wird, wobei das Vorhandensein des Komplexes 
Oder des Amplifikationsprodukts mit dem Vorhandensein des hTRT-Genprodukts in der biologischen 
10 Probe korreliert. 

In einer Ausfuhrungsform ist die biologische Probe von einem Patienten beispielsweise einem 
menschlichen Patienten. In einer weiteren Ausfuhrungsform enthalt die biologische Probe mindestens 
eine Zelle aus einer in vitro-Zellkultur, beispielsweise einer Kultur menschlicher Zellen. 

Die Erfindung stellt ferner ein Verfahren zum Nachweis des Vorhandenseins mindestens einer un- 

15 sterblichen Oder Telomerase-positiven menschlichen Zelle in einer menschlichen Zellen umfassenden 
biologischen Probe bereit; wobei die menschliche Zellen umfassende biologische Probe erhalten wird 
und das Vorhandensein einer Zelle mit einem hohen Spiegel eines hTRT-Genprodukts in der Probe 
nachgewiesen wird, wobei das Vorhandensein einer Zelle mit einem hohen Spiegel an dem hTRT-Gen- 
produkt mit dem Vorhandensein von unsterblichen Oder Telomerase-positiven Zellen in der biologischen 

20 Probe korreliert. Die Erfindung stellt auch ein Verfahren bereit zur Diagnose eines mit Telomerase in 
Zusammenhang stehenden Zustands in einem Patienten durch Gewinnung einer Zelle Oder einer Gewe- 
beprobe von dem Patienten, Bestimmung der Menge eines menschlichen Telomerase-reverse Tran- 
skriptase (hTRT)-Genprodukts in der Zelle Oder dem Gewebe und dem Vergleich der Menge des hTRT- 
Genprodukts in der Zelle oder dem Gewebe mit der Menge in einer gesunden Zelle oder einem gesun- 

25 den Gewebe des gleichen Typs, wobei eine unterschiedliche Menge des hTRT-Genprodukts in der Pro- 
be von dem Patienten im Vergleich zu der gesunden Zelle oder im gesunden Gewebe ein diagnosti- 
sches Anzeichen fur einen mit Telomerase in Zusammenhang stehenden Zustand ist. In einer Ausfuh- 
rungsform ist der mit Telomerase in Zusammenhang stehende Zustand Krebs. 

Die Erfindung stellt ferner ein Verfahren bereit zur Diagnose von Krebs in einem Patienten durch Ge- 

30 winnung einer Probe von dem Patienten und den Nachweis eines menschlichen Telomerase-reverse- 
Transkriptase-(hTRT)-Genprodukts in der Probe von dem Patienten, wobei der Nachweis des hTRT- 
Genprodukts in der Probe mit einer Diagnose von Krebs korreliert. 

Die Erfindung stellt ferner ein Verfahren bereit zur Diagnose von Krebs in einem Patienten durch Ge- 
winnung einer Patientenprobe, Bestimmung der Menge des menschlichen Telomerase-reverse Tran- 

35 skriptase (hTRT)-Genprodukts in der Patientenprobe und den Vergleich der Menge des hTRT-Genpro- 
dukts mit einem normalen Wert oder Kontrollwert, wobei eine Menge des hTRT-Genprodukts in dem 
Patienten, die in dem Vergleich zu dem Normalwert oder Kontrollwert grosser ist, ein diagnostisches 
Anzeichen fur Krebs ist. 

Die Erfindung stellt auch ein Verfahren bereit zur Diagnose von Krebs in einem Patienten durch Ge- 

40 winnung einer Patientenprobe, die mindestens eine Zelle enthalt, Bestimmung der Menge des hTRT- 
Genprodukts, in einer Zelle in der Probe und den vergleich der Menge des hTRT-Genprodukts in der 
Zelle mit einem fur die Zellen normalen Wert, wobei eine Menge des hTRT-Genprodukts die uber dem 
Normalwert liegt, ein diagnostisches Anzeichen fur Krebs ist. In einer Ausfuhrungsform wird davon aus- 
gegangen, dass die Probe mindestens eine maligne Zelle enthalt. 

45 Die Erfindung stellt ausserdem ein Verfahren zur Bereitstellung einer Prognose fur einen Krebspatien- 
ten bereit, wobei die Menge des hTRT-Genprodukts in einer von dem Patienten erhaltenen Krebszelle 
bestimmt wird und die Menge von hTRT in der Krebszelle mit einem prognostischen Wert fur hTRT pro 
Krebszelle, konsistent mit einer Prognose hinsichtlich Krebs ist, wobei eine hTRT-Menge pro Zelle in 
der Probe, die bei dem prognostischen Wert liegt, die spezielle Prognose bereitstellt, 

50 Die Erfindung stellt ausserdem ein Verfahren bereit zur Oberwachung der Wirksamkeit einer An- 
tikrebsbehandlung, die Proliferationskapazitat von Krebszellen in einem Patienten herabzusetzen, da- 
durch, dass zuerst eine Messung der Menge eines hTRT-Genprodukts in mindestens einer Krebszelle 
von dem Patienten durchgefuhrt wird, eine zweite Messung hinsichtlich des Spiegels an hTRT-Genpro- 
dukts in mindestens einer Krebszelle des Patienten durchgefuhrt wird, wobei die Antikrebsbehandlung 

55 dem Patienten vor der zweiten Messung oder zur gleichen Zeit verabreicht wird und durch den Ver- 
gleich der ersten mit der zweiten Messung, wobei ein niedriger Spiegel an hTRT-Genprodukt in der 
zweiten Messung mit der Wirksamkeit einer Antikrebsbehandlung korreliert, die Proliferationskapazitat 
von Krebszellen in dem Patienten herabzusetzen. 

Die Erfindung stellt auch Kits fur den Nachweis eines hTRT-Gens oder Genprodukts zur Verfugung. 

60 In einer Ausfuhrungsform enthalt der Kit einen Behalter, der ein Molekul umfasst, ausgewahlt aus einer 
hTRT-Nucleinsaure oder einer Untersequenz davon, ein hTRT- Polypeptid oder eine Untersequenz da- 
von und einen anti-hTRT-Antikorper. Die Erfindung stellt auch Behandlungsverfahren fur menschliche 
Krankheiten zur Verfugung. Ein erfindungsgemasser Aspekt betrifft die Bereitstellung eines Verfahrens 
zur Steigerung der Proliferationskapazitat einer Vertebratenzelle, beispielsweise einer Saugerzelle, durch 

65 Einfuhrung eines rekorribinanten Polynucleotids in die Zelle, wobei das Polynucleotid eine Sequenz 
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umfasst, die ein menschliches Telomerase-reverse Transkriptase (hTRT)-Polypeptid umfasst. In einer 
Ausfuhrungsform hat das hTRT-Potypeptid eine Sequenz von SEQ. ID. Nr. 2 (Fig. 17). In einer Ausfuh- 
rungsform ist die S quenz mit einem Promotor funktionell v rknupft. In einer Ausfuhrungsform weist die 
hTRT katalytische Aktivitat von Telomerase auf. In einer Ausfuhrungsform ist die Zelle menschlich, bei- 
5 spielsweise eine Zelle in einem menschlichen Patienten. 

In einer alternativen Ausfuhrungsform wird die Zelle in vitro kultiviert. In iner verwandten Ausfuh- 
rungsform wird die Zelle in einen menschlichen Patienten eingefuhrt. 

Die Erfindung stellt ferner ein Verfahren bereit zur Behandlung einer menschlichen Krankheit durch 
Einfuhrung eines rekombinanten hTRT-Polynucleotids in mindestens eine Zelle in einem Patienten. In 
10 einer Ausfuhrungsform wird ein Vektor fur Gentherapie verwendet. In einer verwandten Ausfuhrungsform 
besteht das Verfahren ferner in der Einfuhrung eines Polynucleotids in die Zelle, das eine menschliche 
Telomerase-RNA codierende Sequenz umfasst, beispielsweise ein hTRT-Polynucleotid, das mit einem 
Promotor funktionell verknupft ist. 

Die Erfindung stellt auch ein Verfahren bereit zur Steigerung der Proliferationsfahigkeit einer Verte- 
15 ' bratenzelle, wobei das Verfahren die Einfuhrung einer wirksamen Menge eines menschlichen Telomera- 
se-reverse Transkriptase (hTRT)-Polypeptids in die Zelle umfasst. In einer Ausfuhrungsform hat das 
hTRT-Polypeptid katalytische Aktivitat von Telomerase. Die Erfindung stellt ferner Zellen und Nachkom- 
men der Zellen mit erhohter Prbliferationskapazitat bereit. 

Die Erfindung stellt auch Arzneimittel bereit, die einen pharmazeutisch vertraglichen Trager enthalten 
20 und ein Molekul ausgewahlt aus: einem hTRT-Polypeptid, einem ein hTRT-Polypeptid codierenden Po- 
lynucleotid und einer hTRT-Nucleinsaure Oder einer Untersequenz davon. 

Die Erfindung stellt auch ein Verfahren bereit zur Behandlung eines Zustands, der mit einem erhdh- 
ten Spiegel an Telomerase-Aktivitat innerhalb einer Zelle assoziiert ist, wobei das Verfahren die Einfuh- 
rung einer therapeutisch wirksamen Menge eines Inhibitors von Telomerase-Aktivitat in die Zelle urn- 
25 fasst, wobei der Inhibitor ein hTRT-Polypeptid Oder ein hTRT-Polynucleotid ist. In einer Ausfuhrungsform 
ist der Inhibitor ein Polypeptid, das die Sequenz von SEQ. ID. Nr. 2 Oder 4 oder eine Untersequenz da- 
von umfasst. In weiteren Ausfuhrungsformen hemmt das Polypeptid eine TRT-Aktivitat, beispielsweise 
die Bindung endogener TRT an Telomerase-RNA. 

Die Erfindung stellt auch ein Vakzin bereit, das ein hTRT-Polypeptid und ein Adjuvans umfasst. 
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Beschreibung der Figuren 



Fig. 1 

zeigt hochkonservierte Reste in TRT-Motiven von Menschen, S. pombe (tez1), S. cerevisiae (EST2) und 
35 Euplotes aediculatus (p123). Identische Aminosauren sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet, 
wahrend ahnliche Aminosaurereste durch einen Punkt (•) gekennzeichnet sind. Motiv «0» in der Figur 
wird auch Motif T genannt; Motiv «3» wird auch Motiv A genannt. 
Fig. 2 

zeigt die Lage Telomerase-spezifischer Motive und RT-spezifischer Sequenzmotive von Telomerase- 
40 Proteinen und anderen reversen Transkriptasen. Die Lage des Telomerase-spezifischen Motivs T und 
der konservierten RT-Motive 1, 2 und A-E sind durch gefullte Kastchen gekennzeichnet. Das mit einem 
offenen Rechteck gekennzeichnete HIV-1 RT kennzeichnet den in Fig. 3 gezeigten Anteil dieses Prote- 
ins. 
Fig. 3 

45 zeigt die Kristallstruktur der p66-Untereinheit von HIV-1 -reverse Transkriptase («Brookhaven code** 
1HNV). Die Ansicht ist, vom rechten Handrucken aus gesehen, dargestellt, damit alle Motive erkennbar 
sind. 
Fig. 4 

zeigt mehrere Sequenzausrichtungen von Telomerase-RTs (Sp_Trt1p, S. pombe TRT (hier auch mit 
50 «tez1p» bezeichnet); bTRT, menschliche TRT; Ea_p123, Euplotes p123; Sc_Est2p, S. cerevisiae Est2P) 
und Mitglieder anderer RT-Familien (S_a1, Cytochrom-oxidase Gruppe II Intron l-codiertes Protein von 
S. cerevisiae-Mitochondrien, DmJTART, reverse Transkriptase von Drosophila melanogaster TART- 
nicht-LTR-Retrotransposon-Element); HIV-1, reverse Transkriptase von menschlichem HIV). TRT con 
und RT con reprasentieren «Consensus»-Sequenzen fur Telomerase-RTs und nicht-Telomerase-RTs. 
55 Aminosauren sind gekennzeichnet mit einem h, hydrophob; p, polar; c, geladen. Dreiecke bezeichnen 
Reste, die innerhalb der Telomerase-Proteine konserviert sind, in anderen RTs jedoch unterschiedlich 
sind. Die dicke Linie unter Motiv E bezeichnet den «Primergriff» («primer grip**)-Bereich. 
Fig. 5 

zeigt die Expression von hTRT-RNA in Telomerase-negativen sterblichen Zellstammen und Telomerase- 
60 positiven unsterblichen Zeliinien, wie in Beispiel 2 beschrieben. 
Fig. 6 

zeigt einen moglichen phylogenetischen Stammbaum von Telomerasen und Retroelementen mit RNA- 
abhangigen RNA-Polymerasen als Wurzel. 
Fig. 7 

65 zeigt eine Restriktionskarte des lambda-Clons G.<t>5. 
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Fig. 8 

zeigt ein Karte von Chromosorn Sp mit der Lage des STS-Markers D5S678 (der in der Nan des 
hTRT-Gens lokalisiert ist). 
Fig. 9 

5 zeigt die Konstruktion eines hTRT-Promotor-Reporterplasmids. 
Fig. 10 

(zwei Seiten) zeigt die in vitro-Coexpression von hTRT und hTR zur Herstellung katalytisch aktiver 
menschlicher Telomerase. 
Fig. 11 

10 (zwei Seiten) zeigt die Ausrichtung von Sequenzen von vier TRT-Proteinen und interessierende Motive 
sind gekennzeichnet. TRT con bezeichnet eine TRT-«Consensus»-Sequenz. RT con bezeichnet «Con- 
sensus»-Reste bei anderen reversen Transkriptasen. «Consensus»-Reste mit Grossbuchstaben kenn- 
zeichnen absolute Konservierung in TRT-Proteinen. 
Fig. 12 

15 zeigt eine Topoisomerase ll-Spaltstelle und NFk-B-Bindungsstellen-Motive in einem hTRT-lntron, wobei 
die gezeigte Sequenz SEQ. ID. Nr. 7 (Fig. 12) entspricht. 
Fig. 13. 

(zwei Seiten) zeigt die Sequenz der DNA, die die Euplotes 123 kD-Telomerase-Proteinuntereinheit co- 
diert (Euplotes TRT-Protein). 
20 Fig. 14 

zeigt die Aminosauresequenz der Euplotes 123 kD-Telomerase-Proteinunterheit (Euplotes TRT-Prote- 
in). 
Fig. 15 

(vierzehn Seiten) zeigt die DNA- und Aminosauresequenzen der katalytischen Untereinheit der S. pom- 
25 be-Telomerase (S. pombe-TRT). 
Fig. 16 

(zwei Seiten) zeigt die hTRT-cDNA-Sequenz, wobei die gezeigte Sequenz SEQ. ID. Nr. 1 entspricht. 
Fig. 17 

zeigt das hTRT-Protein, codiert durch die cDNA von Fig. 16. Die gezeigte Proteinsequenz entspricht 
30 SEQ. ID. Nr. 2. 
Fig. 18 

zeigt die Sequenz des Clons 712562, wobei die gezeigte Sequenz SEQ. ID. Nr. 3 entspricht. 
Fig. 19 

zeigt ein Protein mit 259 Resten, das von dem Clon 712562 codiert wird, wobei die gezeigte Sequenz 
35 SEQ. ID. Nr. 10 entspricht. 
Fig. 20 

(sieben Seiten) zeigt die Sequenz einer Nucleinsaure mit einem offenen Leserahmen, die eine a182-Po- 
lypeptidvariante codiert, wobei die gezeigte Sequenz SEQ. ID. Nr. 4 entspricht. Diese Figur zeigt auch 
die Aminosauresequenz dieser Al82-Polypeptidvariante, wobei die gezeigte Aminosauresequenz SEQ. 
40 ID. Nr. 5 entspricht. 
Fig. 21 

(sechs Seiten) zeigt die Sequenz eines genomischen hTRT-Cions, wobei die gezeigte Sequenz SEQ. 
ID. Nr. 6 entspricht. «Consensus»-Motive und Elemente sind angegeben, dazu gehoren auch Sequen- 
zen, die charakteristisch sind fur eine Topoisomerase ll-Spaltstelle, NF>cB-Bindungsstellen, eine Alu-Se- 
45 quenz und andere Sequenzelemente. 
Fig. 22 

zeigt die Auswirkung einer Mutation des TRT-Gens in Hefe, wie in Beispiel 1 beschrieben. 
Fig. 23 

zeigt die Sequenz von EST AA281296, die SEQ. ID. Nr. 8 entspricht. 
50 Fig. 24 

zeigt die Sequenz der 182 Basenpaare, die in Clon 712562 deletiert sind, wobei die gezeigte Sequenz 
SEQ. ID. Nr. 9 entspricht. 
Fig. 25 

zeigt die Ergebnisse eines Assays auf Telomerase-Aktivitat von BJ-Zellen, die mit einem ein hTRT-Pro- 
55 tein codierenden Expressionsvektor (pGRN133) Oder einem Kontrollplasmid (pBBS212) transfiziert wur- 
den, wie in Beispiel 13 beschrieben. 
Fig. 26 

ist ein schematisches Diagramm hinsichtlich der Affinitatsreinigung von Telomerase, das die Bindungs- 
schritte und Elutionsschritte durch Verdrangung zeigt. 
60 Fig. 27 

ist ein Photo eines Northern-Blots von Telomerase-Praparationen, die wahrend des in Beispiel 1 be- 
schriebenen Reinigungsprotokolls erhalten wurden. Spur 1 enthielt 1,5 fMol Telomerase-RNA, Spur 2 
4,6 fMol, Spur 3 14 fMol, Spur 4 41 fMol, Spur 5 nuclearen Extrakt (42 fMol Telomerase), Spur 6 Affi- 
G l-Heparin-gereinigt Telomerase (47 fMol Telomerase), Spur 7 affinitatsgereinigte Telomerase (68 
65 fMol) und Spur 8 uber Glyceringradienten gereinigte Telomerase (35 fMol). 



7 



CH 689 672 A9 



Fig. 28 

zeigt Telomerase-Aktivitaten wahrend eines Reinigungsprotokolls. 
Fig. 29 

ist ein Photo eines SDS-PAGE-Geis, das die Anwesenheit eines Polypeptids mit etwa 123 kD und einer 
5 Dublette mit etwa 43 kD von Euplotes aediculatus zeigt. 
Fig. 30 

ist eine Graphik, die den Sedimentationskoeffizienten von Euplotes aediculatus-Telomerase zeigt. 
Fig. 31 

ist ein Photo eines Polyacrylamid/Harnstoff-Gels mit 36% Formamid, das die Substratverwertung von 
10 Eupiotes-Telomerase zeigt. 
Fig. 32 

zeigt die vermuteten Ausrichtungen von Telomerase-RNA-Matrize und Haarnadelstruktur-Primern mit 
Telomerase-RNA. 
Fig. 33 

15 ist ein Photo der Spuren 25 bis 30 des in Fig. 31 gezeigten Gels mit geringerer Belichtung. 
Fig. 34 

zeigt die DNA-Sequenz des Gens, das die 43 kD-Telomerase-Proteinuntereinheit von Euplotes codiert 
Fig. 35 

(vier Seiten) zeigt die DNA-Sequenz sowie die Aminosauresequenzen after drei offenen Leserahmen 
20 der 43 kD Telomerase-Proteinuntereinheit von Euplotes. 
Fig. 36 

zeigt einen Sequenzvergleich zwischen der 123 kD-Telomerase-Proteinuntereinheit von Euplotes (obere 
Sequenz) und der 80 kD-Polypeptid-Untereinheit von T. thermophila (untere Sequenz). 
Fig. 37 

25 zeigt einen Sequenzvergleich zwischen der 123 kD-Telomerase-Proteinunterheit von E. aediculatus 
(obere Sequenz) und dem 95 kD-Teiomerase-Polypeptid von T. thermophila (untere Sequenz). 
Fig. 38 

zeigt die «best-fit»-Ausrichtung zwischen einem Teil der «La-Domane» der 43 kD-Telomerase-Protein- 
untereinheit von E. aediculatus (obere Sequenz) und einem Teil der 95 kD-Polypeptiduntereinheit von 
30 T. thermophila (untere Sequenz). 
Fig. 39 

zeigt die «best-fit»-Ausrichtung zwischen einem Teil. der «La-Domane» der 43 kD-Telomerase-Protein- 
untereinheit von E. aediculatus (obere Sequenz) und einem Teil der 80 kD-Poiypeptid-Untereinheit von 
T. thermophila (untere Sequenz). 
35 Fig. 40 

zeigt die Ausrichtung und die Motive der Polymerase-Domane der 123 kD-Telomerase-Proteinunterein- 
heit von E. aediculatus und der Polymerase-Domanen von verschiedenen reversen Transkriptasen, 
wozu auch ein Cytochrom-Oxidase-Gruppe II Intron 1-codiertes Protein von S. cerevisiae-Mitochondrien 
(al S.c. (Gruppe II)) zahlen, Dong (LINE) und Hefe ESTp (L8543.12). 
40 Fig. 41 

zeigt die Ausrichtung einer Domane der 43 kD Telamerase-Proteinuntereinheit mit verschiedenen La- 
Proteinen. 
Fig. 42 

zeigt die Nucleotidsequenz, die T. thermophila 80 kD-Protein-Untereinheit codiert. 
45 Fig. 43 

zeigt die Aminosauresequenz der T. thermophila 80 kD-Protein-Untereinheit. 
Fig. 44 

zeigt die Nucleotidsequenz, die die T. thermophila 95 kD-Protein-Untereinheit codiert. 
Fig. 45 

50 zeigt die Aminosauresequenz der T. thermophila 95 kD Protein-Untereinheit. 
Fig. 46 

zeigt die Aminosauresequenz von L8543.12 («Est2p»). 
Fig. 47 

zeigt die Ausrichtung der durch das Oxytricha PCR-Produkt codierten Aminosauresequenz mit der Eu- 
55 plotes p123-Sequenz. 
Fig. 48 

zeigt die DNA-Sequenz von Est2. 
Fig. 49 

zeigt die partieile Aminogauresequenz eines cDNA-Clons, der Peptidmotive menschlicher Telomerase 
60 codiert. 

Fig. 50 

zeigt die partieile DNA-Sequenz eines cDNA-Clons, der Peptidmotive menschlicher Telomerase codiert. 
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Fig. 51 

zeigt die Aminosauresequenz von tezl. das auch als S. pombe trt bezeichnet wird. 
Fig. 52 

(zwei Seiten) zeigt die DNA-Sequenz von tezl. Intron-Bereiche und andere nicht codierende Bereiche 
5 sind in Kleinbuchstaben gezeigt und Exons (d.h. codierende Bereich) sind mit Grossbuchstaben ange- 
geben. 
Fig. 53 

zeigt die Ausrichtung- von EST2p, Euplotes und Tetrahymena-Sequenzen, sowie «Consensus»-Sequen- 
zen. 
10 Fig. 54 

zeigt die Sequenzen von Peptiden, die fur die Herstellung von anti-hTRT-Antikdrpern nutzlich sind. 
Fig. 55 

ist eine schematische Zusammenfassung der tez1*-Sequenzierungsexperimente. 
Fig. 56 

15 zeigt zwei degenerierte Primer, die in der PCR zur Identifizierung des S. pombe-Homologen zu den E. 
aediculatus p123-Sequenzen verwendet wurden. 
Fig. 57 

zeigt die vier Hauptbanden, die in der PCR mit den degenerierten Primern zur Identifizierung des S. 
pombe-Homologen, zu den E. aediculatus p123-Sequenzen verwendet wurden. . . 

20 Fig. 58 

zeigt die Ausrichtung des M2-PCR-Produkts mit E. aediculatus p123. S. cerevisiae und Oxytricha-Telo- 
merase-Proteinsequenzen. 
Fig. 59 

ist ein Schema, das die 3'-RT-PCR-Strategie fur die Identifizierung des S. pombe-Homologen zu dem 
25 E. aediculatus p123 zeigt. 
Fig. 60 

zeigt Merkmale der Banken, die verwendet wurden, urn nach S. pombe Telomerase-Proteinsequenz zu 
screenen und die Ergebnisse des Screenings. 
Fig. 61 

30 zeigt die positiven Ergebnisse, die mit den Hindlll-gespaltenen positiven genomischen Clonen erhalten 
wurden, die die S. pombe-Telomerase-Sequenz enthalten. 
Fig. 62 

ist ein Schema, das die 5'-RT-PCR-Strategie zeigt, die zum Erhalt des S. pombe TRT-Clons mit voll- 
standiger Lange verwendet wurde. 
35 Fig. 63 

zeigt die Ausrichtung von RT-Domanen von katalytischen Untereinheiten von Telomerase fur S. pombe 
(S.p.), S. cerevisiae (S.c.) und E. aediculatus (E.a.). 
Fig. 64 

zeigt die Ausrichtung von Sequenzen von Euplotes («Ea_P123»), S. cerevisiae («Sc_Est2P») und S. 
40 pombe («Sp_Tez1p»). In Teil A kennzeichnen die schattierten Bereiche Reste, die beide Sequenzen 
gemeinsam haben. In Teil B bezeichnen die schattierten Bereiche Reste, die alle drei Sequenzen ge- 
meinsam haben. 
Fig. 65 

zeigt die fur die Telomerase-Gene in S. pombe verwendete Disruptionsstrategie. 
45 Fig. 66 

zeigt die experimentellen Ergebnisse, die die Disruption von tezl bestatigen. 
Fig. 67 

zeigt die progressive Verkurzung von Telomeren in S. pombe aufgrund der Disruption von tezl. 
Fig. 68 

50 (vier Seiten) zeigt die DNA-Sequenz und Aminosauresequenz des ORF, der ein Telomerase-Protein von 
etwa 63 kD codiert oder ein Fragment davon, codiert von der EcoRI-Notl-lnsertion des Genbank-Clons 
#AA281296. 
Fig. 69 

zeigt eine Ausrichtung von reverser Transkriptase-Motiven aus verschiedenen Guellen. 
55 Fig. 70 

ist eine Restriktionskarte und funktionelle Karte von Plasmid pGRN121. 
Fig. 71 

(zwei Seiten) zeigt die Ergebnisse von vorlaufigen Analysen der Nucleinsaure-Sequenzierung einer 
hTRTcDNA-Sequenz. 
60 Fig. 72 

(10 Seiten) zeigt die vorlaufige Nucleinsaure von hTRT und die abgeleiteten ORF-Sequenzen in den 
drei Leserahmen. 
Fig. 73 

ist eine Restriktionskarte und funktionelle Karte von Plasmid pGRN121. 

65 
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Fig. 74 

(8 Seiten) zeigt die v rbesserte Nucleinsauresequenz und abgeleitete ORF-Sequenzen von hTRT. 
Fig. 75 

zeigt eine Restriktionskarte des lambda-Clons 25-1.1. 
5 Fig. 76 

zeigt eine Karte der Restriktions-Stellen und Bereiche von DNA pGRN 144.4. 
I. Einleitung 

10 Telomerase ist ein Ribonucleoproteinkomplex (RNP), der einen RNA-Bestandteil und einen katalyti- 
schen Protein-Bestandteil umfasst. Die vorliegende Erfindung betrifft die Clonierung und Charakterisie- 
rung des katalytischen Proteinbestandteils der Telomerase, der nachstehend «TRT» (Telomerase-re- 
verse-Transkriptase) bezeichnet wird. Dieses Protein wird deshalb als TRT bezeichnet, weil es als eine 
RNA-abhangige DNA- Polymerase arbeitet, wobei der RNA-Bestandteil der Telomerase (nachstehend mit 

15 «TR» bezeichnet) zur Steuerung der Synthese der Telomer-DNA-Wiederholungssequenzen verwendet 
wird. Daruber hinaus ist TRT mit anderen reversen Transkriptasen evolutionar verwandt (siehe Beispiel 
12). 

Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Clonierung und Charakterisierung des katalytischen 
Proteinbestandteils der. menschlichen Telomerase, die nachstehend als «hTRT» bezeichnet wird. 

20 Menschliche TRT ist deshalb von ausserordentlichem Interesse und Wert, da, wie nachstehend ange- 
merkt, Telomerase-Aktivitat in Menschen (und weiteren Sauger-Zellen) mit der Eigenschaft der Zellproli- 
feration, Zellimmortalitat und der Entwicklung eines neoplastischen Phanotyps korreliert. Beispielsweise \ 
ist in unsterblichen menschlichen Zellen (z.B. maligne Tumorzellen und unsterbliche Zellinien) die Telo- 
merase-Aktivitat und, wie in Beispiel 2 nachstehend gezeigt, die Menge an Genprodukten menschlicher 

25 TRT gegenuber sterblichen Zellen (z.B. den meisten menschlichen somatischen Zellen) erhoht. 

Die vorliegende Erfindung stellt ferner Verlahren und Zusammensetzungen bereit, die zur Diagnose, 
Prognose und zur Behandlung von menschlichen Erkrankungen und Krankheitszustanden von Wert ist, 
wie dies nachstehend ausfuhrlich beschrieben wird. Ausserdem werden Verfahren und Reagenzien zur 
Verfugung gestellt, die zur Immortalisierung von Zellen (in vivo und ex vivo) von Nutzen sind, wobei 

30 transgene Tiere mit erwunschten Merkmalen hergestellt werden, sowie zahlreiche weitere Verwendungs- 
moglichkeiten, die zum grossen Teil nachstehend beschrieben werden. Die Erfindung stellt auch Verfah- 
ren und Agenzien bereit, die fur die Herstellung, die Clonierung und Re-Clonierung von TRT-Genen und 
-Protetnen aus Ciliaten, Pilzen, Vertebraten, beispielsweise Saugern, und anderen Organismen von Nut- 
zen sind. 

35 Wie nachstehend ausfuhrlich beschrieben wird, wurde TRT zuerst nach Reinigung von Telomerase 
aus dem Ciliaten Euplotes aediculatus charakterisiert. Die umfassende Reinigung von E. aediculatus 
Telomerase unter Verwendung von RNA-Affinitatschromatographie und weiterer Verfahren lieferte das 
Protein «p123». Oberraschenderweise stellte sich heraus, dass p123 mit Proteinen, von denen bisher 
angenommen wurde, dass sie Proteinuntereinheiten des Telomerase-Holoenzyms darstellen (d.h. die 

40 p80- und p95-Proteine von Tetrahymena thermophila) nicht verwandt ist. Die Analyse der Sequenzen 
der p123-DNA und des Proteins (Genbank-Zugangsnummer U95964; Fig. 13 und 14) ergab das Vor- 
handensein von Motiven von reverser Transkriptase (RT) , was mit der Rolle von p123 als katalytische 
Untereinheit der Telomerase konsistent ist (siehe z.B. Fig. 11). Daruber hinaus ist p123 mit dem Estlp- 
Protein aus S. cerevisiae (Hefe) verwandt, von dem bekannt war, dass es eine Rolle bet der Aufrechter- 

45 haltung der Telomere in S. cerevisiae spielt (Genbank-Zugangsnummer S5396). Es wurde jedoch vor } 
der vorliegenden Erfindung nicht erkannt, dass dieses ein Protein einer katalytischen Untereinheit von 
Telomerase codiert (siehe beispielsbeise Lendvay et at., Genetics 144 (1996), 1399). 

Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft Reagenzien und Verfahren zur Identifizierung und Clo- 
nierung neuer TRTs unter Verwendung von: Nucleinsauresonden und Primern, die von den offenbarten 

50 TRT-Polynucleotiden erzeugt Oder abgeleitet sind (z.B. zur Clonierung von TRT-Genen und cDNAs); 
Antikorpern, die Motive, Motivsequenzen Oder andere TRT-Epitope spezifisch erkennen (z.B. zur Ex- 
pressionsclonierung von TRT-Genen oder zur Reinigung von TRT-Proteinen); das Screening von Com- 
puter-Datenbanken oder weiterer Hilfsmtttel. Beispielsweise wurde die in Beispiel 1 beschriebene PCR- 
Amplifikation (Polymerase-Kettenreaktion) von DNA von S. pombe mit Primern mit degenerierten Se- 

55 quenzen, die anhand der Euplotes p123 RT Motive B' und C entworfen wurden, ausgewahlt. Von den 
vier erzeugten Hauptprodukten codierte eines eine Peptidsequenz, die homolog ist zur Euplotes p123 
und S. cerevisiae Est2p. Die vollstandige Sequenz des zur S. pombe TRT homologen Proteins wurde 
unter Verwendung dieses PCR-Produkts als Sonde durch Screenen von cDNA- und genomischen Ban- 
ken von S. pombe und Amplifikation von S. pombe RNA durch reverse Transkription und PCR (RT- 

60 PCR) erhalten. Die vollstandige Sequenz des S. pombe Gens (trt1"; Genbank-Zugangsnummer 
AF015783; Fig. 15) ergab, dass die Homologie zwischen p123 und Est2p in den Motiven fur reverse 
Transkriptase besonders hoch war. 

Die Amplifikation unter Verwendung von degenerierten Primern, die von den Telomerase RT-Motiven 
abgeleitet waren, wurde auch zum Erhalt von TRT-Gensequenzen aus Oxytricha trifallax und Tretrahy- 

65 mena thermophila, wie in Beispiel 1 beschrieben, verwendet. 
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Die eifindungsgemassen Sequenzen Euplotes p123, S. pombe trt1 und S. cerevisiae Est2p wurden 
bei der Suche in computerisierten Datenbanken von menschlichen exprimierten Sequenzen «tags» 
(ESTs) unter V rwendung des Programms «BLAST» (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215 (1990), 403) ver- 
wendet. Die Suche in dieser Dat nbank mit der Est2p-Sequenz ergab keine Ubereinstimmung, ein 

5 menschliches EST (Genbank-Zugangsnummer AA281296; siehe SEQ. ID. Nr. 8) konnte jedoch wie in 
Beispiel 1 beschrieben durch Suche mit p123- und trt1 -Sequenzen identifiziert werden. Dieses menschli- 
che EST codiert vermutlich ein homologes Protein. Die vollstandige Sequenzierung des cDNA-Clons, der 
das EST enthalt (nachstehend als «Clon 712562» bezeichnet; siehe SEQ. ID. Nr. 3) zeigte das Vorhan- 
densein von sieben RT-Motiven. Dieser Clon konnte jedoch ein zusammenhangendes menschliches TRT 

10 nicht codieren, da die Motive B', C, D und E im Vergleich zu den mehr NH2-terminal gelegenen Motiven 
in einem unterschiedlichen offenen Leserahmen (ORF) enthalten waren. Daruber hinaus war der Ab- 
stand zwischen den Motiven A und B' wesentlich geringer als bei den bereits charakterisierten TRTs. 
(Clon 712562 wurde von dem I.M.A.G.E.-Consortium erhalten; Lennon et al„ Genomics 33 (1996), 151). 
Der cDNA-Clon pGRN121, der ein funktionales hTRT codiert (SEQ. ID. Nr. 1) wurde aus einer cDNA- 

15 Bank isoliert, die von der humanen Zellinie 293 stammte (siehe Beispiel 1). Der Vergleich des Clons 
712562 mit pGRN121 ergab, dass Clon 712562 zwischen den Motiven A und B' eine Deletion von 182 
Basenpaaren (SEQ. ID. Nr. 9) aufweist. Die in pGRN121 zusatzlich vorhandenen 182 Basenpaare fuh- 
ren dazu, dass alle TRT-Motive in einem einzigen offenen Leserahmen vorhanden sind, und dass sich 
der Abstand zwischen den Bereichen des Motivs A und des Motivs B' so vergrossert, dass dies konsi- 

20 stent ist mit dem Abstand bei anderen bekannten TRTs. Wie nachstehend in den Beispielen beschrie- 
ben (z.B. Beispiel 7) codiert SEQ. ID. Nr. 1 ein katalytisch aktives Telomerase-Protein mit der Sequenz 
von SEQ. ID. Nr. 2. Das Polypeptid von SEQ. ID. Nr. 2 weist 1132 Aminosauren und ein geschatztes 
Molekulargewicht von etwa 127 Kilodaltons (kD) auf. 
Wie nachstehend diskutiert und in Beispiel 9 beschrieben, werden die fur den Clon 712562 charakte- 

25 ristische Deletion von 182 Basenpaaren aufweisende TRT-cDNAs im Anschluss an die reverse Tran- 
skription von mRNA aus Telomerase-positiven Zellen (z.B. Testes- und 293-Zellen) nachgewiesen. 
hTRT-RNAs, denen diese Sequenz von 182 Basenpaaren fehlt, werden allgemein als «A182-Varianten» 
bezeichnet und diese konnen eine, zwei oder mehrere Spezies reprasentieren. Die hTRT-Varianten, de- 
nen die in der pGRN121-cDNA (SEQ. ID. Nr. 1) gefundene Sequenz von 182 Basenpaaren fehlt, codie- 

30 ren zwar hochstwahrscheinlich kein Telomerase-Enzym mit vollstandiger katalytischer Aktivitat, sie kon- 
nen jedoch eine Rolle bei der Telomerase-Regulation, wie nachstehend beschrieben, spielen und/oder 
partielle Telomerase-Aktivitat aufweisen, beispielsweise eine Aktivitat fur die Telomer-Bindung oder hTR- 
Bindung, wie nachstehend diskutiert. 

Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht somit in der Bereitstellung eines isolierten Polynucleo- 

35 tids mit einer Sequenz eines naturlich vorkommenden menschlichen TRT-Gens oder einer mRNA, wo- 
bei ein Polynucleotid mit der Sequenz von SEQ. ID. Nr. 1 eingeschlossen ist, allerdings ohne jedoch 
darauf beschrankt zu sein. Ein verwandter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Bereitstellung 
eines Polynucleotids, das ein hTRT-Protein codiert, ein Fragment, eine Variante oder ein Derivat. Ein 
weiterer verwandter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Bereitstellung von «sense»- und «an- 

40 tisense»-Nucleinsauren, die an ein hTRT-Gen oder mRNA binden. Die vorliegende Erfindung stellt fer- 
ner hTRT-Proteine bereit, die entweder synthetisiert oder von naturlichen Quellen gereinigt wurden, so- 
wie Antikorper und weitere Agenzien, die spezifisch ein hTRT-Protein oder ein Fragment davon binden. 
Die vorliegende Erfindung stellt auch viele neue Verfahren bereit, zu denen Verfahren gehoren, die die 
vorstehend erwahnten Zusammensetzungen verwenden, beispielsweise durch Bereitstellung von diagno- 

45 stischen und prognostischen Assays bezuglich menschlicher Erkrankungen, Verfahren zur Entwicklung 
von Arzneimitteln und therapeutischen Verfahren, zur Identifizierung von Telomerase-assoziierten Protei- 
nen und Verfahren zum Screenen nach Agenzien, die Telomerase-Aktivitat aktivieren oder hemmen 
konnen. Zahlreiche weitere Aspekte und Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung werden nach- 
stehend bereitgestellt. 

50 Ein Aspekt der Erfindung ist die Verwendung eines Polynucleotids, das eine Lange von etwa 10 kb 
oder mehr aufweist, und eine aufeinanderfolgende Sequenz von mindestens 10 Nucleotiden umfasst, 
die zu einer aufeinanderfolgenden Sequenz in einem naturlich vorkommenden hTRT-Gen oder einer 
hTRT-mRNA identisch oder genau komplementar ist zum Untersuchen oder dem Screenen (nach) einer 
hTRT-Gensequenz oder einer hTRT-mRNA oder zur Hersteilung einer rekombinanten Wirtszelle. Ein 

55 weiterer Aspekt der Erfindung ist die Verwendung eines Agens, das die Expression von hTRT erhoht,- 
zur Hersteilung eines Arzneimittels zur Behandlung eines Zustands, der durch die Erhohung der Prolife- 
rationskapazitat einer Vertebratenzelle behandelt wird, wobei gegebenenfalls das Arzneimittel zur Hem- 
mung der Auswirkungen des Alterns verwendet wird. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung eines Inhibitors von Telomerase-Aktivitat 

60 bei der Hersteilung eines Medikaments zur Behandlung eines Zustands, der mit einem erhohten Spiegel 
an Telomerase-Aktivitat innerhalb einer menschlichen Zelle assoziiert ist. Die erfindungsgemassen Pro- 
teine, Varianten und Fragmente und die codierenden Polynucleotide oder Fragmente, werden auch in 
einem weiteren Aspekt dieser Erfindung zur Verwendung als Arzneimittel bereitgestellt. 

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung eines Proteins, einer Variante oder eines Fragments da- 

65 von oder eines Polynucleotids oder Fragments, wie hier definiert, bei der Hersteilung eines Medika- 
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m nts t beispielsweise bei der Herstellung eines Medikaments zur Hemmung eines Effekts des Alterns 
Oder von Krebs. 

In bestimmten erfindungsemassen Ausfuhrungsformen sind die hTRT-Polynucleotide nicht das Po- 
lynucleotid mit 389 Nucleotiden von SEQ. ID. Nr. 8 und/oder nicht Clon 712562, das Plasmid, das eine 

5 insertion enthalt mit der Sequenz von SEQ. ID. Nr. 3 in Fig. 18. 

Die nachstehende Beschreibung ist nach Themen aufgebaut. T il II beschreibt weitere fur TRT-Pro- 
teine charakteristische Aminosauremotive. Die Teile III bis VI beschreiben unter anderem Nucleinsauren, 
Proteine, Antikdrper und gereinigte Zusammensetzungen der Erfindung, wobei der Schwerpunkt auf mit 
menschlicher TRT verwandten Zusammensetzungen liegt. Teil VII beschreibt unter anderem Verfahren 

10 und Zusammensetzungen der Erfindung, die zur Behandlung von menschlichen Erkrankungen von Nut- 
zen sind. Teil VIII beschreibt die Herstellung und Identifizierung von immortalisierten menschlichen Zelli- 
nien. Teil IX beschreibt unter anderem die Verwendung der erfindungsgemassen Nucleinsauren, Polynu- 
cleotide und weiterer Zusammensetzungen zur Diagnose von menschlichen Erkrankungen, Teil X ist ein 
Glossar der in den Teilen I bis IX verwendeten Bezeichnungen. Teil XI beschreibt Beispiele, die sich 

15 auf spezifische erfindungsgemasse Ausfuhrungsformen beziehen. Die Beschreibung der Erfindung ist 
nach Themen und Unterthemen gegliedert, urn den Stoff verstandlicher zu machen, stellt jedoch in kei- 
ner Weise eine Einschrankung dar. 

II. TRT-Gene und Proteine 

20 

Die vorliegende Erfindung stellt isolierte und/oder rekombinante Gene und Proteine bereit, die eine 
Sequenz einer katalytischen Untereinheit des Telomerase-Proteins (d.h. Telomerase-reverse-Tran- 
skriptase) aufweisen, wozu, allerdings ohne Beschrankung darauf, die naturlich vorkommenden Formen 
solcher Gene und Proteine in isolierter Oder rekombinanter Form gehoren. Typischerweise sind TRTs 

25 grosse, basische Proteine mit fur reverse Transkriptase (RT) und Telomerase-spezifischen Aminosaure- 
motiven, so wie dies hier offenbart ist. Da diese Motive innerhalb unterschiedlicher Organismen konser- 
viert sind, konnnen TRT-Gene zahlreiche Organismen unter Verwendung der erfindungsgemassen Ver- 
fahren Oder unter Verwendung erfindungsgemasser Primer, Nucleinsauresonden und Antikdrpern, bei- 
spielsweise solcher, die fur ein oder mehrere der Motivsequenzen spezifisch sind, erhalten werden. 

30 Die sieben in TRTs gefundenen RT-Motive ahneln zwar den in anderen reversen Transkriptasen ge- 
fundenen, weisen jedoch besondere Kennzeichen auf. Beispielsweise gibt es innerhalb der TRT-RT-Mo- 
tive wie in Fig. 4 gezeigt, eine Reihe von Aminosauresubstitutionen (mit Pfeil markiert) in Aminosaurere- 
sten, die innerhalb der anderen RTs hoch konserviert sind. Beispielsweise kommen die zwei Asparagin- 
saurereste (DD) im Motiv C, die die Metallionen im aktiven Zentrum koordinieren (siehe Kohlstaedt et 

35 aL, Science 256 (1992), 1783; Jacobo-Molina et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993), 6320; Patel 
et al., Biochemistry 34 (1995), 5351) in dem Kontext hxDD(F/Y) in den RTs von Telomerase vor, wah- 
rend diese in den anderen RTs im Kontext (F/Y)xDDh vorkommen, wobei h eine hydrophobe Aminosau- 
re ist und «<x» eine beliebige Aminosaure ist; siehe Xiong et al., EMBO J. 9 (1990) 3353; Eickbush, in 
The Evolutionary Biology of Viruses (S. Morse Herausg. Raven-Press, NY, S. 121 (1994»». Weitere fur 

40 die TelomeraseUntergruppen charakteristische systematische Austausche kommen in dem Motiv E vor, 
in dem WxGxSx eine «Consensus»Sequenz darstellt Oder innerhalb der Telomerase-Proteine konser- 
viert ist, wahrend hLGxxh fur andere RTs charakteristisch ist (Xiong et al., a.a.O; Eickbush, a.a.O.) Die- 
ses Motiv E wird als der «Primer-Griff» (primer-grip) bezeichnet und es wurde beschrieben, dass Muta- 
tionen in diesem Bereich das «RNA-Priming» beeinflussen, jedoch nicht das «DNA-Priming» (Powell et 

45 al., J. Biol. Chem. 272 (1997), 13262). Da Telomerasen einen DNA-Primer, (z.B. das 3'-Ende des Chro- 
mosoms) bendtigen, ist es nicht uberraschend, dass sich Telomerase von anderen RTs im Bereich des 
«Primer-Griffs» unterscheidet. Daruber hinaus ist die Entfernung zwischen den Motiven A und B* in den 
TRTs grosser wie dies typischerweise in den anderen RTs der Fall ist, wobei dies eine Insertion inner- 
halb des «Finger»>-Bereichs der Struktur, die einer rechten Hand ahnelt, darstellen kann (Fig. 3; siehe 

50 Kohlstaedt et al., a.a.O.; Jacobo-Molina et al., a.a.O.; und Patel et al., a.a.O.). 

Weiterhin ist das T-Motiv, wie vorstehend erwahnt, ein zusatzliches Kennzeichen von TRT-Proteinen. 
Das beispielsweise in der Fig. 4 gezeigte T-Motiv (W-L-X-Y-X-X-h-h-X-h-h-X-p-F-F-Y-X-T-E-X-p-X-X-X-p- 
X-X-X-Y-X-R-K-X-X-W, wobei X eine beliebige Aminosaure ist, h hydrophob und p polar ist) umfasst 
eine Sequenz, die unter Verwendung der folgenden Formel beschrieben werden kann: 

55 Trp-R r X r R r R r R 2 -X-Phe.Phe-Tyr-X-Thr-Glu 

-Xg.9-R3-R3-Arg-R4-X2.Trp 

50 wobei X eine beliebige Aminosaure ist und die tiefgestellte Zahl sich auf eine Zahl von aufeinanderfol- 
genden Resten bezieht, R1 Leucin oder Isoleucin ist, R2 Glutamin oder Arginin, R3 Phenylalanin oder 
Tyrosin und R4 Lysin oder Histidin ist. 

Das T-Motiv kann auch unter Verwendung der folgenden Formel beschrieben w rden: 

65 
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Trp-R r X4-h-h-X-h-h-R 2 -p-Phe-Phe-Tyr-X-Thr-Glu- 

X-p-X3-p-X 20 - R 3 -R 3 -Arg-R«-X 2 -Trp 

5 wobei X eine beliebige Aminosaure ist und sich eine tiefgestellte Zahl auf eine Anzah! von aufeinander- 
folg nden Resten bezieht, Ri Leucin Oder Isoleucin ist, R2 Glutamin oder Arginin, R3 Phenylalanin Oder 
Tyrosin, R4 Lysin oder Histidin, h eine hydrophobe Aminosaure ausgewahlt als Ala, Leu, lie, Val, Pro, 
Phe, Trp, und Met und p eine polare Aminosaure ausgewahlt als Gly, Ser, Thr, Tyr, Cys, Asn und Gin 
ist. 

10 In einer weiteren Ausfuhrungsform stellt die vorliegende Erfindung isolierte, naturlich vorkommende 
und rekombinante TRT-Proteine bereit, die eines oder mehrere der in Fig. 1 1 dargestellten Motive um- 
fassen, beispielsweise, 



15 


Motif T 


W-X ir FFY-X-TE-X l0 ., i-R-X,-W-X r I 


Motif T 


E-X,-V-X 




Motif 1 


X 3 -R-X 2 -PK-X, 


20 


Motif 2 


X-R-X-I-X 




Motif A 


X 4 -F-X 3 -D-X 4 -YD-X 2 


25 


Motif B' 


Y-K,-G-X 2 -QG-X 3 -S-X, 




Motif C 


X 6 -DD-X-L-X 3 



Wenn das gezeigte TRT-Protein mehr als ein TRT-Motiv enthalt, ist die Reihenfolge (Nhfe-^COOH) 
30 yvie in Fig. 4 gezeigt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform stellt die vorliegende Erfindung isolierte, naturlich vorkommende 
TRT-Proteine bereit, die folgendes Supermotiv umfassen: 

35 (NH 2 )- X,o^-W-X I2 -FF Y-^^^ 
PK-X^o-R-X-I-X-X^^ 
X6-DD.X-L-X 3 .X 1M0 -X I2 -K 

40 

Es ist fur den Fachmann, der uber die hier offenbarten Reagenzien, einschliesslich der TRT-Sequen- 
zen verfugt, offensichtlich, dass mit diesen Reagenzien und den hier bereitgestellten Verfahren und 
Lehren (einschliesslich spezifischer nachstehend beschriebenen Verfahrensweisen) TRT-Gene und -Pro- 
teine vom Fachmann erhalten, isoliert und in rekombinanter Form hergestellt werden konnen. Beispiels- 

4 5 weise werden Primer (z.B. degenerierte Amplifikationsprimer) bereitgestellt, die mit Gensequenzen hy- 
bridisieren, die fur TRT charakteristische RT- und T-Motive codieren. Beispielsweise konnen einer oder 
mehrere Primer oder degenerierte Primer hergestellt werden, die mit Sequenzen hybridisieren, die den 
FFYXTE-Bereich des T-Motivs, weitere TRT-Motive (wie nachstehend diskutiert) oder Kombinationen 
von Motiven oder «Consensus»-Sequenzen codieren, basierend auf der Codon-Verwendung des Zielor- 

50 ganismus, und zur Amplifikation der TRT-Gensequenz aus genomischer DNA oder cDNA, die von dem 
Zielorganismus hergestellt wurde, verwendet werden. Die Verwendung von degenerierten Primern ist 
auf dem Fachgebiet gut bekannt. Dazu gehoren auch Primersatze, die mit dem Satz von Nucleinsaure- 
sequenzen hybridisieren, die moglicherweise die Aminosauren des Zielmotivs codieren. Dabei muss die 
Bevorzugung und Verwendung bestimmter Codons innerhalb des Zielorganismus in Erwagung gezogen 

55 werden. Dabei werden auch Amplifikations- (z.B. PCR)-Bedingungen angewandt, die geeignet sind, 
Fehlpaarungen von Basen bei den Anlagerungsschritten der PCR zu erlauben. Typischerweise werden 
zwei Primer verwendet, Amplifikationssysteme mit einem einzigen Primer (oder in diesem Fall ein Satz 
mit einem einzelnen degenerierten Primer) sind allgemein bekannt, und diese konnen auch zum Erhalt 
von TRT-Genen verwendet werden. 

60 Tabelle 1 zeigt Beispiele von erfindungsgemassen Primern, die zur Amplifikation neuer TRT-Nuc!ein- 
sauren, insbesondere solchen aus Vertebraten (z.B. Sauger), verwendet werden konnen. «N» ist ein 
aquimolares Gemisch all r vier Nucleotide und Sequenz n in Klammern stellen aquimolare Gemische 
der angegebenen Nucleotide dar. 

65 
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Tabelle 1 

BEISPIELE DEGENERIERTER PRIMER ZUR AMPLIFI RATION VON TRT- 

NUCLEINSAUREN 



Motiv Richtung g'-Sgquffls-3' 

a FFYVTE Vorwarts TT(CT)TT(CT)TA(CT)GTNACNGA 
b FFYVTE Ruckwarts TCNGTNAC(GA)TA(GA)AA(GA)AA 

c EFIEKP Vorwarts (CA)GNTT(CT)AT(ACT)CCNAA(AG)CC 
d EFIEKP Ruckwarts GG(TC)TTNGG(TGA)AT(GA)AANC 

e AXDTI Vorwarts GCNTA(CT)GA(CT)ACNAT 
f AXDTI Ruckwarts TANGT(GA)TC(GA)TANGC 

g QIPQQ Vorwarts GGNAT(ACT)CCNCA(AG)GG 

h QIPQG.S Ruckwarts (GC)(AT)NCC(TC)TGNGG(TGA)ATNCC 

i LVQQFL Vorwarts (CT)TNGTNGA(CT)GA(CT)TT(CT)(CT)T 

j DDFLLVT Ruckwarts GTNACNA(GA)NA(GA)(GA)AA(GA)TC(GA)TC 

Frlaubte Prim er-Knmhinationen (y = ja, n = nein) 





Ruckwarts 




Vorwarts 


h d f h 


i 


a - 


n y y y 


y 


c - 


n n y y 


y 


e - 


n n n y 


y 


g- 


n n n n 


y 


i - 


n n 'h n 


n 



In einer Ausfuhrungsform wird eine amplifizierte TRT-Nucleinsaure als Hybridisierungssonde zur Kolo- 
nie-Hybridisierung mit einer Genbank (z.B. einer cDNA-Bank) t die aus dem Zielorganismus hergestellt 
wurde, verwendet, wobei eine Nucleinsaure mit der das gesamte TRT-Protein Oder einen wesentlichen 
Anteil davon codierende Sequenz identifiziert und isoliert qder cloniert wird. R agenzien und Verfahren, 
wie beispielsweise die gerade beschriebenen, werden in Ubereinstimmung mit den hier beschriebenen 
Verlahren zum Erhalt von TRT-Gensequenzen aus Oxytricha trifallax und Tetrahymena thermophila, wie 
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nachstehend ausfuhrlich beschrieben, verw ndet. Naturlich kann im Anschluss an die Clonierung eines 
bisher nicht charakterisierten TRT-Gens die Sequenz durch Routineverfahren bestimmt und das codierte 
Polypeptid synthetisiert und auf eine TRT-Aktivitat, beispielsweise der katalytischen Aktivitat von Telo- 
merase, untersucht werden (wie hier beschrieben und/oder mittels auf dem Fachgebiet bekannter Telo- 
5 merase-Assays). 

Es ist fur den Fachmann auch offensichtlich, dass TRT-Gene unter Verwendung einer Vielzahl von 
erfindungsgemassen Clonierungsverfahren cloniert werden konnen, da die TRT-Motivsequenzen und die 
solche Sequenzen umfassenden erfindungsgemassen Nucleinsauren in einer grossen Anzahl solcher 
Verfahren verwendet werden konnen. Beispielsweise kann Hybridisierung unter Verwendung einer Son- 

10 de, die auf der Sequenz einer bekannten TRT basiert mit DNA- oder weiteren Nucleinsaure-Banken aus 
dem Zielorganismus, wie in Beispiel 1 beschrieben, verwendet werden. Degenerierte PCR-Primer Oder 
ihre Amplifikationsprodukte, beispielsweise die vorstehend beschriebenen, konnen selbst markiert sein 
und als Hybridisierungssonden verwendet werden. In einer weiteren Ausfuhrungsform werden Expressi- 
onsclonierungs-Verfahren angewandt. Beispielsweise konnen einer oder mehrere Antikorper, die Peptide 

15 spezifisch binden, die ein TRT-Motiv oder ein anderes TRT-Epitop umspannen, beispielsweise das 
FFYXTE-Motiv (wobei X eine beliebige der 20 Standard-Aminosauren darstellt) spezifisch binden, zur 
Isolation eines ribosomalen Komplexes verwendet werden, der ein TRT-Protein und die dieses codie- 
rende mRNA umfasst. Zur Herstetlung der erfindungsgemassen Antikorper weisen die Peptid-lmmuno- 
gene typischerweise eine Lange von 6 bis 30 Aminosauren auf, bevorzugt 10 bis 20 Aminosauren. Die 

20 Antikorper konnen auch zum Absuchen einer cDNA-Expressionsbank, die von dem gewunschten Orga- 
nismus stammt, zur Identifikation eines eine TRT-Sequenz codierenden Clons verwendet werden. In ei- 
ner weiteren Ausfuhrungsform konnen zur Identifikation eines eine TRT-Sequenz codierten Clons DNA- 
Datenbanken per Computer nach DNAs durchsucht werden, die innerhalb bekannter TRTs konservierte 
Sequenzen enthalten. 

25 Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Bereitstellung von Zusammensetzungen, 
die ein isoliertes oder rekombinantes Polypeptid mit der Sequenz eines naturlich vorkommenden TRT- 
Proteins umfassen. Ublicherweise hat die naturlich vorkommende TRT ein Molekulargewicht zwischen 
etwa 80 000 Daltons (d) und etwa 150 000 d, bevorzugt zwischen etwa 95 000 d und etwa 130 000 d. 
Typischerweise hat die naturlich vorkommende TRT bei einem pH-Wert von 7 eine positive Gesamtla- 

30 dung (wobei der geschatzte pi typischerweise uber 9 liegt). In einer Ausfuhrungsform weist das Poly- 
peptid eine wie hier definierte Telomerase-Aktivitat auf. In einer verwandten Ausfuhrungsform weist das 
Polypeptid eine Sequenz fur einen TRT-spezifischen Bereich (T-Motiv) auf und eine Telomerase-Aktivi- 
tat. Die Erfindung stellt ferner Fragmente solcher Polypeptide bereit. Die vorliegende Erfindung stellt 
ausserdem isolierte oder rekombinante Polynucleotide mit der Sequenz eines naturlich vorkommenden, 

35 ein TRT-Protein codierenden Gens bereit. Die Erfindung stellt auch isolierte TRT-Polynucleotide mit ei- 
ner Sequenz einer TRT eines Nicht-Vertebraten (z.B. von Hefe) und Vertebraten, beispielsweise Sau- 
gern (z.B. Mausen oder Menschen) bereit. Die isolierten Polynucleotide konnen mit anderen naturlich 
vorkommenden oder Vektor-Nuclejnsauresequenzen assoziiert sein. Typischerweise liegt die Lange der 
isolierten Nucleinsaure unter etwa 300 kb, bevorzugt unter etwa 50 kb, mehr bevorzugt unter etwa 20 

40 kb und am meisten bevorzugt unter etwa 10 kb. Gelegentlich liegt die Lange unter etwa 5 kb oder 2 kb. 
In einigen Ausfuhrungsformen ist das isolierte TRT-Polynucleotid sogar noch kleiner, beispielsweise 
handelt es sich dabei urn ein Genfragment, einen Primer oder eine Sonde mit einer Lange unter etwa 1 
kb oder 0,1 kb. 

45 ill. Nucleinsauren 

A) Allgemeines 

Die vorliegende Erfindung stellt isolierte und rekombinante Nucleinsauren bereit mit einer Sequenz ei- 
50 nes Polynucleotids, das eine katalytische Untereinheit des Telomerase-Proteins (TRT) codiert, beispiels- 
weise ein rekombinantes TRT-Gen aus Euplotes, Tetrahymena, S. pombe oder Menschen. Beispiele fur 
Polynucleotide sind dargestellt in Fig. 13 (Euplotes), Fig. 15 (S. pombe) und Fig. 16 (Mensch, Genbank- 
Zugangsnummer AF15950). Die vorliegende Erfindung stellt «sense» und «anti-sense»-Polynucleotide 
mit einer TRT-Gensequenz bereit, dazu zahlen auch Sonden, Primer, TRT-Protein-codierende Polynu- 
55 cleotide und ahnliches. 

B) Menschliche TRT 

Die vorliegende Erfindung stellt Nucleinsauren bereit mit einer Sequenz einer katalytischen Unterein- 
60 heit einer Telomerase aus Menschen (d.h. hTRT). 

Ein Aspekt der Erfindung betrifft die Bereitstellung eines Polynucleotids mit einer Sequenz oder Un- 
tersequenz ines menschlichen TRT-Gens oder einer RNA. In einer Ausfuhrungsform besitzt das erfin- 
dungsgemasse Polynucleotid eine Sequenz der SEQ. ID. Nr. 1 (Fig. 16) oder eine Untersequenz davon. 
In einer weit ren Ausfuhrungsform weist das Polynucleotid eine Sequenz der SEQ. ID. Nr. 3 (Fig. 18), 
65 SEQ. ID. Nr. 4 (Fig. 20) oder Untersequenzen davon auf. Die Erfindung stellt auch Polynucleotide mit 
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im wesentlichen zu den hier offenbarten hTRT-Nucleinsauresequenzen identischen Sequenzen bereit, 
beispielsweise SEQ. ID. Nr. 1 und die weiteren offenbarten Sequenzen (z.B. SEQ. ID. Nr. 4, 6 (Fig. 21) 
und 7 (Fig. 12)). Somit stellt die Erfindung naturlich vorkommende Allele der menschlichen TRT-Gene 
und Varianten der Polynucleotidsequenzen bereit mit einer oder mehrer n Nucleotiddeletionen, Insertio- 

5 nen Oder Substitutionen, bezogen auf eine hier offenbarte hTRT-Nucleinsauresequenz. Wie nachste- 
hend beschrieben, konnen Varianten der Nucleinsauren unter Verwendung der nachstehend beschriebe- 
nen Rekombinationsverfahren oder synthetischer Verfahren oder durch andere Mittel hergestellt werden. 

Die Erfindung stellt auch isolierte und rekombinante Polynucleotide mit einer Sequenz eines flankie- 
renden Bereichs eines menschlichen TRT-Gens bereit. Zu diesen Polynucleotiden zahlen solche, die 

10 von genomischen Sequenzen von untranslatierten Bereichen der hTRT-mRNA abstammen. Ein Beispiel 
fur eine genomische Sequenz ist SEQ. ID. Nr. 6 (Fig. 21). Wie in Beispiel 4 beschrieben, wurde SEQ. 
ID. Nr. 6 durch Sequenzierung des Clons XG<b5, der aus einer menschlichen Genombank isoliert wurde, 
erhalten. XGd>5 enthalt eine Insertion mit einer Lange von 15 Kilobasenpaaren (kbp) , die ungefahr 13 
000 Basen 5' zu den hTRT codierenden Sequenzen einschliessen. Dieser Clon enthalt hTRT-Promotor- 

15 sequenzen und weitere regulatorische Sequenzen des hTRT-Gens (z.B. Enhancer). 

Die Erfindung stellt auch isolierte und rekombinante Polynucleotide mit einer Sequenz aus einem In- 
tronbereich eines menschlichen TRT-Gens bereit. Ein Beispiel fur eine Intronsequenz ist SEQ. ID. Nr. 7 
(siehe Beispiel 3 und Fig. 12) . In einigen Ausfuhrungsformen sind hTRT-lntrons in «Minigenen» zur 
verbesserten Expression von hTRT-Proteinen in eukaryotischen Zellen eingeschlossen. 

20 Ein verwandter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Bereitstellung von Polynucleotiden, die 
hTRT-Proteine oder Proteinfragmente codieren, dazu zahlen modifizierte und geanderte hTRT-Polypepti- 
de und Varianten der hTRT-Polypeptide. In einer Ausfuhrungsform weist das codierte hTRT-Protein t 
oder Fragment eine wie in SEQ. ID. Nr. 2 (Fig. 17) gezeigte Aminosauresequenz auf oder eine Amino- 
sauresequenz mit konservativen Austauschen der SEQ. ID. Nr. 2. In einer Ausfuhrungsform weisen das 

25 codierte hTRT-Protein oder -Fragment Austausche auf t die eine Aktivitat des Proteins (z.B. katalytische 
Aktivitat von Telomerase) aufweisen. Naturlich mussen aufgrund der Degeneriertheit des genetischen 
Codes die das hTRT-Protein codierenden Nucleinsauren nicht die Sequenz eines naturlich vorkommen- 
den hTRT-Gens aufweisen, d.h. eine Vielzahl von Polynucleotiden kann ein hTRT-Polypeptid mit einer 
Aminosauresequenz von SEQ. ID. Nr. 2 codieren. Die vorliegende Erfindung stellt jede mogliche Variati- 

30 on von Nucleotidsequenzen bereit, die durch die Auswahl von Kombinationen hergestellt werden, die 
auf der Auswahl moglicher Codons in Obereinstimmung mit dem bekannten genetischen Triplett-Code 
basieren. All diese Variationen sind hiermit ausdrucklich offenbart. Zwar sind somit in einigen Fallen 
hTRT-Polypeptid codierende Nucleotidsequenzen, die mit den Nucleotidsequenzen der naturlich vorkom- 
menden Sequenz (unter entsprechend ausgewahlten Bedingungen der Stringenz) hybridisieren konnen, 

35 bevorzugt, es kann jedoch in anderen Fallen vorteilhaft sein, hTRT-codierende Nucleotidsequenzen her- 
zustellen, die eine im wesentlichen unterschiedliche Condonverwendung aufweisen. 

In bestimmten Ausfuhrungsformen stellt die Erfindung hTRT-Oligo- und -Polynucleotide bereit, die 
eine Untersequenz einer hier offenbarten hTRT-Nucleinsaure umfassen (z.B. SEQ. ID. Nr. 1, 4, 6 und 
7). Die erfindungsgemassen Nucleinsauren umfassen typischerweise mindestens etwa 10, bevorzugt 

40 mindestens etwa 12 oder etwa 15 aufeinanderfolgende Basen des erlauterten hTRT-Polynucleotids auf. 
Oft umfassen die erfindungsgemassen Nucleinsauren auch eine langere Sequenz, beispielsweise eine 
Sequenz mit einer Lange von mindestens etwa 25, etwa 50, etwa 100, etwa 200 oder mindestens etwa 
500 Basen, beispielsweise wenn die Expression eines Polypeptids angestrebt wird. In einigen Ausfuh- 
rungsformen der vorliegenden Erfindung unterscheidet sich das hTRT-Polynucleotid von einem Polynu- 

45 cleotid mit der Sequenz von EST AA281296 (SEQ. ID. Nr. 8). ) 
Weitere Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung stellen «a182hTRT»-Polynucleotide bereit mit 
einer Sequenz, die naturlich vorkommende oder nicht naturlich vorkommende hTRTPolynucleotide co- 
dieren, beispielsweise SEQ. ID. Nr. 3 oder SEQ. ID. Nr. 4, die nicht die in pGRN121 aufgefundene 182 
Basenpaarsequenz (SEQ. ID. Nr. 9 (Fig. 24)), die in Clon 712562 ebenfalls fehlt) enthalten. Diese Po- 

50 lynucleotide sind teilweise von Interesse, da sie Polypeptide codieren, die Kombinationen von TRT-Moti- 
ven enthalten, die sich von dem in hTRT-Polypeptid mit vollstandiger Lange gefundenen (SEQ. ID. 
Nr. 2), beispielsweise dem von pGRN121 codierten Polypeptid, unterscheiden. Wie nachstehend disku- 
tiert, wird davon ausgegangen, dass diese Polypeptide in der Natur eine biologische Rolle spielen kon- 
nen (z.B. bei der Regulation der Expression von Telomerase in Zellen) und/oder als Arzneimittel Ver- 

55 wendung finden konnen (z.B. als dominant-negative Produkte, die die Funktion des Wildtyp-Proteins 
hemmen) oder dass diese Polypeptide weitere Rollen und Verwendungen, beispielsweise die hier be- 
schriebenen, aufweisen. 

Beispielsweise codiert Clon 712562 im Gegensatz zu dem Clon pGRN121 ein Protein mit 259 Amino- 
saureresten und einem geschatzten Molekulargewicht von ungefahr 30 kD (nachstehend als «712562 

60 hTRT» bezeichnet. Das 712562 hTRT-Polypeptid (SEQ. ID. Nr. 10 (Fig. 19) ) enthalt die Motive T, 1 t 2 
und A, jedoch nicht die Motive B', C, D und E. In ahnlicher Weise kann eine Variante des hTRT-Poly- 
peptids mit therapeutischen und weiteren Aktivitaten von einer Nucleinsaure exprimiert werden, die der 
pGRN121-cDNA gleicht, der j doch die 182 Basenpaare fehlen, die der Clon 712562 nicht aufweist, 
beispielsweise mit der Sequenz SEQ. ID. Nr. 4. Diese Nucleinsaure (nachstehend mit «pro90hTRT» be- 

65 zeichnet), die unter Verwendung von Routine-Syntheseverfahren oder rekombinanten Verfahren, wie sie 
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hier beschrieben sind t synthetisiert werden kann, codiert ein Protein mit 807 Aminosaureresten (ge- 
schatzt s Molekulargewicht etwa 90 kD), das dieselben Amino-terminalen Sequenzen wi das von SEQ. 
ID. Nr. 1 codierte hTRT-Protein aufweist, j doch am Carboxy-terminalen Bereich abweicht (die ersten 
763 Aminosaurereste haben beide Proteine gemeinsam, die letzten 44 Aminosaurereste von pro90hTRT 
unterscheiden sich von dem hTRT mit votlstandiger Lange). Das pro90hTRT-Polypeptid enthalt die Moti- 
ve T, 1 , 2 und A, nicht jedoch die Motive B, C, D und E und kann daher einige, jedoch nicht alle Telo- 
merase-Aktivitaten aufweisen. 

C) Herstellung von menschlichen TRT-Nucleinsauren 

Fur die erfindungsgemassen Polynucleotide ergeben sich zahlreiche Anwendungen. Dazu zahlen, al- 
lerdings ohne Beschrankung darauf, die Expression von Polypeptiden, die hTRT Oder Fragmente davon 
codieren, die Verwendung als «sense»- Oder «antisense»»-Sonden Oder Primer zur Hybridisierung und/ 
Oder Amplifikation von naturlich vorkommenden hTRT-Genen Oder RNAs (z.B. fur diagnostische Oder 
prognostische Anwendungen) und als Arzneimittel (z.B. in «antisense»-, Triplex- Oder Ribozym-Zusanrv 
mensetzungen). Nach Lekture dieser Offenbarung ist offensichtlich, dass diese Anwendungsmoglichkei- 
ten eine gewaltige Auswirkung auf die Diagnose und die Behandlung von menschlichen Erkrankungen, 
die sich auf Alterung, Krebs und Fruchtbarkeit beziehen, und daruber hinaus auf das Wachstum, die 
Reproduktion und die Herstellung von Produkten, die auf Zellen basieren, haben. Wie in den nachste- 
henden Abschnitten beschrieben, konnen die erfindungsgemassen hTRT-Nucleinsauren unter Verwen- 
dung bekannter Techniken (z.B. durch Clonierung, Synthese oder Amplifikation) hergestellt werden. 

1) Clonierung, Amplifikation und Rekombinante Herstellung 

In einer Ausfuhrungsform werden hTRT-Gene oder cDNAs unter Verwendung einer Nucleinsaureson- 
de cloniert, die an hTRT-mRNA, cDNA oder genomische DNA spezifisch hybridisiert. Eine fur diesen 
Zweck geeignete Probe ist ein Polynucleotid mit der Sequenz, die in SEQ. ID. Nr. 1 bereitgestellt wird 
oder eine Untersequenz davon. Typischerweise wird die genomische DNA oder cDNA mit dem Ziel- 
hTRT in einen Vektor ligiert (z.B. ein Plasmid, Phage, Virus, kunstliches Hefechromosom etc.) und sie 
kann in einer genomischen Bank oder cDNA-Bank (z.B. einer cDNA-Bank von menschlicher Plazenta) 
gefunden werden. Nachdem eine hTRT-Nucleinsaure identifiziert ist, kann sie gemass dem Fachmann 
bekannten Standardverfahren isoliert werden. Ein das Screenen einer menschlichen cDNA-Bank nach 
dem hTRT-Gen veranschaulichendes Beispiel ist Beispiel 1; ein ahnliches Beispiel, das sich auf das 
Screenen einer menschlichen genomischen Bank bezieht, ist Beispiel 4. Clonierungsverfahren sind all- 
gemein bekannt und beispielsweise in Sambrook et al. t Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd 
Ed., Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, (1989); Berger und Kimmel, Methods In Enzymology, 
Vol. 152: Guide To Molecular Cloning Techniques, San Diego: Academic Press, Inc. (1987); Ausubel et 
al., Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing and Wiley-lnterscience, New York (1997); 
Cashion et al., US-Patent Nr. 5 017 478; und Carr. EP-B1 0 246 864, beschrieben. 

Die Erfindung stellt ferner genomische hTRT-Nucleinsauren oder cDNA-hTRT-Nucleinsauren zur Ver- 
fugung, die durch Amplifikationsverfahren wie z.B. die Polymerasekettenreaktion (PCR), isoliert wurde, 
zur Verfugung. In einer Ausfuhrungsform wird die das hTRT-Protein codierende Sequenz aus einer 
RNA-Probe oder cDNA-Probe amplifiziert (z.B. doppelstrangige Plazenta-cDNA (Clontech, Palo Alto 
CA» unter Verwendung der Primer 

Primer 

5 1 -GTGAAGGCACTGTTCAGCG-3 1 ( "TCPl . 1" ) und 
5 •-CGCGTGGGTGAGGTGAGGTG-3 ( "TCPl . 15" ) . 

In einigen Ausfuhrungsformen kann ein dritter Primer oder ein zweites Primerpaar verwendet werden, 
beispielsweise fur «nested PCR» zur Erhohung der Spezifitat. Ein Beispiel eines zweiten Primerpaares 
ist 

5 1 -CTGTGCTGGGCCTGGACGATA-3 1 ( "billTCPe" ) und 
5 • -AGCTTGTTCTCCATGTCGCCGTAG-3 1 ( "TCPl • 14 " ) . 

Fur den Fachmann ist es offensichtlich, dass zahlreiche andere Primer und Primerkombinationen, die 
fur die Amplifikation von hTRT-Nucleinsauren von Nutzen sind, durch die vorliegende Erfindung bereit- 
gestellt werden. 

Daruber hinaus stellt die Erfindung Primer zur Verfugung, die einen beliebigen spezifischen Bereich 
amplifizieren (beispielsweise codierende Bereiche, Promotorbereiche und/oder Introns) oder eine Unter- 
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sequenz genomischer hTRTDNA, cDNA Oder RNA. Beispielsweise kann das hTRT-lntron an der Positi- 
on 274/275 von SEQ. ID. Nr. 1 (siehe Beispiel 3) amplifiziert werden (z.B. zum Nachweis genomischer 
Clone) unter Verwendung der Primer TCP1.57 und TCP1.52 (Primerpaar 1) Oder der Primer TCP1.49 
und TCP1.50 (Primerpaar 2). (Die Bezeichnungen fur die Primer beziehen sich auf die in der nachste- 

5 henden Tabelle 2 aufgelisteten Primer). Die Primerpaare konnen individuell Oder in einer «nested PCR» 
verwendet werden, in der der Primersatz 1 zuerst verwendet wird. Ein weiteres veranschaulichendes 
Beispiel bezieht sich auf Primer, die spezifisch das 5'-Ende der hTRT-mRNA oder das Exon, das das 
5'-Ende des hTRT-Gens codiert, amplifizieren und somit nachweisen (z.B. urn die Grosse oder die Voll- 
standigkeit eines cDNA-Clons zu beurteilen). Die folgenden Primerpaare sind zur Amplifikation des 5'- 

10 Endes von hTRT von Nutzen: Primer K320 und K321 (Primerpaar 3); Primer K320 und TCP1.61 (Pri- 
merpaar 4); Primer K320 und K322 (Primerpaar 5). Die Primersatze konnen in einer «nested PCR» in 
der Reihenfolge Satz 5, dann Satz 4 oder Satz 3, oder Satz 4 und dann Satz 3 verwendet werden. Ein 
weiteres veranschaulichendes Beispiel betrifft Primer, die zur spezifischen Amplifikation oder zum spezi- 
fischen Nachweis des konservierten hTRT-TRT-Motivbereichs ausgewahlt wurden, der etwa das mittlere 

15 Drittel der mRNA umfasst (z.B. zur Verwendung als Hybridisierungssonde zur Identifizierung von TRT- 
Clonen aus nicht-menschlichen Organismen). Die folgenden Primerpaare sind zur Amplifikation des 
TRT-Motivbereichs von hTRT-Nucleinsauren von Nutzen: Primer K304 und TCP1.8 (Primerpaar 6), oder 
Primer LT1 und TCP1.15 (Primerpaar 7). Die Primersatze konnen in einem Experiment mit «nested 
PCR» in der Reihenfolge Satz 6, dann Satz 7 verwendet werden. 

20 Geeignete Bedingungen fur die PCR-Amplifikation sind dem Fachmann bekannt. Dazu gehoren (ohne 
Beschrankung darauf) 1 Einheit Taq-Polymerase (Perkin Elmer, Norwalk CT), jeweils 100 mM dNTP 
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 x PCR-Puffer (50 mM KCI, 10 mM Tris, pH-Wert 8,3 bei Raumtempera- 
tur, 1,5 mM MgCI2, 0,01% Gelatine) und 0,5 nM Primer, wobei die Amplifikation etwa 30 Cyclen bei 
94°C fur 45 Sekunden, 55°C fur 45 Sekunden und 72°C fur 90 Sekunden umfasst. Es ist fur den Fach- 

25 mann offensichtlich, dass andere thermostabile DNA-Polymerasen, Reaktionsbedingungen und Parame- 
ter bezuglich der Cyclen ebenfalls eine geeignete Amplifikation liefern. Weitere geeignete Verfahren fur 
die Amplifikation in vitro, die zum Erhalt von hTRT-Nucleinsauren verwendet werden konnen, umfassen, 
jedoch ohne Beschrankung darauf, die nachstehend beschriebenen Verfahren. Nach Amplifikation kon- 
nen die hTRT-Nucleinsauren, falls erwunscht, unter Verwendung von Routineverfahren der Molekular- 

30 biologie in einer Vielzahl von Vektoren cloniert werden, nachgewiesen oder auf andere Art und Weise in 
Obereinstimmung mit den erfindungsgemassen Verfahren angewandt werden. 

Es ist dem Fachmann bewusst, dass die wie vorstehend beschrieben erhaltenen clonierten oder am- 
plifizierten hTRT-Nucleinsauren unter Verwendung weiterer Verfahren hergestellt Oder vermehrt werden 
konnen, beispielsweise durch chemische Synthese oder Replikation durch Transformation in bakterielle 

35 Systeme wie beispielsweise E. coli (siehe beispielsweise Ausubel et al., a.a.O.) oder eukaryotische Ex- 
pressionssysteme, beispielsweise Sauger-Expressionssysteme. In ahnlicher Weise kann hTRT-RNA in 
Obereinstimmung mit den erfindungsgemassen in vitro-Verfahren oder in bakteriellen Systemen wie E. 
coli exprimiert werden, beispielsweise ohne Verwendung von im Handel erhaltlichen Vektoren, die Pro- 
motoren enthalten, die von einer RNA-Polymerase erkannt werden, wie beispielsweise T7, T3 oder SP6 

40 oder durch Transkription von DNA, die durch PCR-Amplifikation erzeugt wurde, unter Verwendung von 
Primern, die einen RNA-Polymerase-Promotor enthalten. 

Die vorliegende Erfindung stellt ferner veranderte oder modifizierte hTRT-Nucleinsauren bereit. Fur 
den Fachmann ist es offensichtlich, dass die erhaltenen clonierten oder amplifizierten hTRT-Nucleinsau- 
ren durch ailgemein bekannte Verfahren (z.B. ortsgerichtete Mutagenese, «Linker-Scanning»-Mutagene- 

45 se) modifiziert werden konnen, beispielsweise verkurzt, derivatisiert, verandert), oder einfach de novo, 
wie nachstehend beschrieben, synthetisiert werden konnen. Die veranderten oder modifizierten hTRT- 
Nucleinsauren sind fur eine Vielzahl von Anwendungsmoglichkeiten von Nutzen, zu denen ohne Be- 
schrankung darauf die Erleichterung der Clonierung, die Manipulation eines hTRT-Gens oder Genpro- 
dukts oder die Expression einer Variante eines hTRT-Genprodukts gehoren. In einer Ausfuhrungsform 

50 wird beispielsweise die hTRT-Gensequenz so verandert, dass sie ein hTRT-Polypeptid mit veranderten 
Eigenschaften oder Aktivitaten codiert, wie dies ausfuhrlich nachstehend diskutiert wird, beispielsweise 
durch Mutation in einem konservierten Motiv von hTRT. In einem weiteren veranschaulichenden Beispiel 
konnen die Mutationen in dem das Protein codierenden Bereich einer hTRT-Nucleinsaure zur Verande- 
rung des Glykosylierungsmusters, zur Veranderung von Codon-Praferenzen, zur Herstellung von 

55 Spieiss-Varianten, zur Entfernung von Protease-empfindlichen Stellen, zur Erzeugung von antigenen 
Domanen, zur Modif ikation der spezifischen Aktivitat etc. eingefuhrt werden. In weiteren Ausfuhrungsfor- 
men wird die hTRT und seine Derivate codierende Sequenz ohne Anderung der codierten Aminosaure- 
sequenzen verandert, beispielsweise zur Herstellung von RNA-Transkripten mit mehr erwunschten Ei- 
genschaften, wie beispielsweise erhohte Translationeffizienz oder eine grossere oder kurzere Halbwerts- 

60 zeit im Vergleich zu Transkripten, die von der naturlich vorkommenden Sequenz hergestellt wurden. In 
einer weiteren Ausfuhrungsform werden zur Erhohung der Expressionsrate des Peptids in einem spezi- 
ellen prokaryotischen oder eukaryotischen Expressionswirt gemass der Frequenz, mit der bestimmte 
Codons von dem Wirt verwendet werden, veranderte Codons ausgewahlt. Nutzliche in vitro und in vivo- 
Rekon jinationsverfahren, die zur Herstellung der erfindungsgemassen hTRT-Polynucleotidvarianten ver- 

65 wende: werden konnen, konnen in Sambrook et al. und Ausubel et al., a.a.O., gefunden werden. 
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Wie bereits vorsteh nd erwahnt, stellt die vorliegende Erfindung Nucleinsauren mit flankierenden (5' 
Oder 3') und Intron-Sequenzen des hTRT-Gens bereit. Di Nucleinsauren sind u.a. deshalb von Inter- 
esse, da sie Promotoren und weitere regulatorische Elemente enthalten, die an der hTRT-Regulation 
beteiligt und zur Expression von hTRT und anderer rekombinanter Proteine Oder RNA-Genprodukte 

5 von Nutzen sind. Es ist offensichtlich, dass zusatzlich zu den in SEQ. ID. Nr. 6 (Fig. 17) und 7 bereit- 
gestellten Nucleinsauresequenzen zusatziiche hTRT-lntronsequenzen und flankierende Sequenzen un- 
ter Verwendung von Routineverfahren der Molekularbiologie einfach erhalten werden konnen. Beispiels- 
weise kann eine zusatziiche genomische hTRT-Sequenz durch weitere Sequenzierung des Lambda- 
Cions Go5, der vorstehend und in Beispiel 4 beschrieben ist, erhalten werden. Daruber hinaus konnen 

10 weitere genomische hTRT-Clone und Sequenzen durch Screenen einer menschlichen genomischen 
Bank unter Verwendung einer hTRT-Nucleinsauresonde mit einer Sequenz oder Untersequenz von 
SEQ. ID. Nr. 1 erhalten werden. Weitere Clone und Sequenzen (z.B. noch weiter stromaufwarts) kon- 
nen unter Verwendung von markierten Sequenzen oder Subclonen, die von XGo5 stammen, zum Ab- 
suchen geeigneter Genbanken erhalten werden. Andere nutzliche Verfahren zur weiteren Charakterisie- 

15 rung von flankierenden hTRT-Sequenzen sind die allgemeinen Verfahren, die von Gobinda et al. t PCR 
Meth. Applic. 2 (1993), 318; Triglia et al., Nucleic Acids Res. 16 (1988), 8186; Lagerstrom et al., PCR 
Methods Applic. 1 (1991), 111; und Parker et al., Nucleic Acids Res. 19 (1991), 3055, beschrieben 
werden. 

Intron-Sequenzen konnen durch Routinemittel identifiziert werden, beispielsweise durch Vergleich der 

20 genomischen hTRT-Sequenz mit hTRT-cDNA-Sequenzen (siehe beispielsweise Beispiel 3), durch S1- 
Analyse (siehe Ausubel et al., a.a.O.; Kapitel 4), oder zahlreiche weitere auf dem Fachgebiet bekannte 
Mittel. Intron-Sequenzen konnen auch in pra-mRNA (d.h. ungespleissten oder unvollstandig gespletssten 
mRNA-Vorlaufern) gefunden werden. Diese konnen amplifiziert oder nach reverser Transkription von 
zellularer RNA cloniert werden. 

25 Falls erwunscht, kann die clonierte, amplifizierte oder anderweitig synthetisierte hTRT-Nucleinsaure 
oder andere TRT-Nucleinsaure bestimmt oder unter Verwendung von allgemein bekannten Verfahren fur 
die DNA-Sequenzierung verifiziert werden (siehe beispielsweise Ausubel et al., a.a.O.) Bei den nutzli- 
chen Sequenzierungsverfahren werden Enzyme wie beispielsweise das Klenow-Fragment der DNA-Po- 
lymerase I, Sequenase (US Biochemical Corp., Cleveland OH), Taq DNA-Polymerase (Perkin Elmer, 

30 Norwalk CT), thermostabile T7-Polymerase (Amersham, Chicago IL), oder Kombinationen von rekombi- 
nanten Polymerasen und Exonucleasen mit «proofreading»-Aktivitat angewandt, beispielsweise das 
ELONGASE-Amplifikations-System, das von Gibco BRL (Gaithersburg MD) erhaltlich ist. Zur Sequenzie- 
rung oder Verifizierung der Sequenz von Oligonucleotiden, (wie z.B. Oligonucleotiden, die durch die de 
novo-chemische Synthese hergestellt wurden) wird das Verfahren von Maxam und Gilbert bevorzugt 

35 (Maxam und Gilbert, Meth. Enz. 65 (1980), 499; Ausubel et al., a.a.O., Kapitel 7). 

Die 5'-untranslatierten Sequenzen von hTRT oder anderen TRT-mRNAs konnen durch Clonierung ei- 
ner hTRT mit «vollstandiger Lange» oder einer anderen cDNA unter Verwendung von Standardverfah- 
ren wie der reversen Transkription von mRNA und im Anschluss daran durch Clonierung und Sequen- 
zierung der erhaltenen cDNA direkt bestimmt werden. Bevorzugte durch oligo(dT)-«priming» erhaltene 

40 Genbanken zum Screenen oder Amplifizieren von cDNAs mit vollstandiger Lange, die zum Einschluss 
grosserer cDNAs nach Grosse selektiert wurden, werden bevorzugt. Durch «Zufalis-Priming» erhaltene 
Genbanken sind ebenfalls geeignet. Diese enthalten oft einen grosseren Anteil von Clonen, die 5'-Berei- 
che von Genen enthalten. Es konnen weitere allgemein bekannte Verfahren zum Erhalt von 58-RNA- 
Sequenzen verwendet werden, beispielsweise das von Frohman et al., Proc. Nat. Acad. Sci., USA 85 

45 (1988), 8998, beschriebene RACE-Protokoll. Falls erwunscht, kann die Transkriptions-Startstelle einer 
hTRT oder einer anderen TRTmRNA durch Routineverfahren unter Verwendung der hier bereitgestellten 
Nucleinsauren (z.B. solcher mit der Sequenz von SEQ. ID. Nr. 1) bestimmt werden. Ein Verfahren ist 
die S1-Nuclease-Analyse (Ausubel et al., a.a.O.), bei der eine markierte DNA mit einer Sequenz des 5'- 
Bereichs von SEQ. IDNr. 1 verwendet wird. 

50 

2) Chemische Synthese von Nucleinsauren 

Die vorliegende Erfindung stellt auch hTRT-Polynucleotide (RNA, DNA oder modifiziert) bereit, die 
durch direkte chemische Synthese hergestellt werden. Chemische Synthese wird im allgemeinen fur die 

55 Herstellung von Oligonucleotiden oder von Oligonucleotiden und Polynucleotide^ die Nicht-Standardnu- 
cleotide enthalten (z.B. Sonden, Primer und «antisense "-Oligonucleotide) bevorzugt. Die direkte chemi- 
sche Synthese von Nucleinsauren kann durch auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren erfolgen, bei- 
spielsweise durch das Phosphotriester- Verfahren von Narang et aL, Meth. Enzymol. 68 (1979), 90; das 
Phosphodiester-Verfahren von Brown et al., Meth. Enzymol. 68 (1979), 109; das Diethylphosphoramidit- 

60 Verfahren von Beaucage et al., Tetra. Lett. 22 (1981), 1859; und das Verfahren des US-Patents Nr. 
4 458 066, bei dem ein fester Trager verwendet wird. Durch die chemische Synthese wird typischerwei- 
se ein einzelstrangiges Oligonucleotid hergestellt, das durch Hybridisierung mit einer komplementaren 
Sequenz oder durch Polymerisation mit einer DNA-Polymerase und eines Oligonucleotidprimers unter 
Verwendung des Einzelstrangs als Matrize in eine doppelstrangige DNA umgewandelt werden kann. 

65 Der Fachmann ist sich dessen bewusst, dass zwar die chemische Synthese von DNA oft auf Sequen- 
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zen von etwa 100 Oder 150 Basen beschrankt ist, langere Sequenzen jedoch durch Ligierung der kur- 
zeren Sequenzen oder durch ausgefeiltere Syntheseverfahren erhalten werden konnen. 

Die erfindungsgemassen hTRT-Polynucleotide und Oligonucleotide (od r hTRT- oder weitere Polynu- 
cleotid oder Oligonucleotide) konn n unter Verwendung von Nicht-Standardbasen (z.B. solche, die sich 

5 von Adenin, Cytidin, Guanin, Thymin und Uridin unterscheiden) oder Nicht-Standard-Ruckgratstrukturen 
zur Erzielung gewunschter Eigenschaften (z.B. erhohte Nuclease-Resistenz, engere Bindung, Stabilitat 
oder ein gewunschter TM) hergestellt werden. Zu den fur die Herstellung von Nuclease-resistenten Oli- 
gonucleotiden zahlen die in der PCT-Veroffentlichung WO 94/12 633 beschriebenen Verfahren. Eine 
grosse Anzahl von nutzlichen modifizierten Oligonucleotiden kann hergestellt werden, dazu zahlen OH- 
IO gonucleotide mit einem Peptid-Nucleinsaure (PNA)-Ruckgrat (Nielsen et al„ Science 254 (1991), 1497) 
oder der Einbau von 2'-0-Methy!ribonucleotiden, Phosphorthioat-Nucleotiden, Methylphosphonat-Nucleo- 
tiden, Phosphotriester-Nucleotiden, Phosphorthioat-Nucleotiden und Phosphoramidaten. Weitere nutzli- 
che Oligonucleotide konnen Alkyl- und Halogen-substituierte Zuckeranteile enthalten, die an der 2-Posi- 
tion eine der folgenden Gruppen enthalten: OH, SH, SCH 3 , F, OCN, OCH 3 OCH 3( OCH 3 0(CH2)nCH 3 , 

15 0(CH 2 ) n NH 2 Oder 0(CH 2 ) n CH 3t wobei n von 1 bis etwa 10 ist; C1 bis ClO-Niederalkyl, substituiertes 
Niederalky', Alkaryl oder Aralkyl; CI; Br; CN; CF 3 ; 0CF 3 ; O-, S-, oder N-Alkyl; 0-, S-, oder N-Alkenyl; 
SOCH3, S02CH 3 ; ONO2; NO2; N 3 , NH 2 ; Heterocycloalkyl; Heterocycloalkaryl; Aminoalkylamino; Polyal- 
kylamino, substituiertes Silyl; eine RNA-spaltende Gruppe, eine Cholesteringruppe, eine Folatgruppe, 
eine Reportergruppe, ein Intercalator, eine Gruppe zur Verbesserung der pharmacokinetischen Eigen- 

20 schaften eines Oligonucleotids; oder eine Gruppe zur Verbesserung der pharmacodynamischen Eigen- 
schaften eines Oligonucleotids und weiterer Substituenten mit ahnlichen Eigenschaften. Folat, Choleste- 
rin und weitere Gruppen, die die Aufnahme des Oligonucleotids erleichtern, wie beispielsweise Lipid- 
Analoga, konnen direkt oder uber einen Linker an der ^-Position jedes Nucleosids oder an der 3'- oder 
5'-Position des 3'-terminalen bzw. 5'-terminalen Nucleosids konjugiert werden. Es konnen eines oder 

25 mehrere solcher Konjugate verwendet werden. Oligonucleotide konnen auch Zucker «mimetics» aufwei- 
sen, beispielsweise Cyclobutyle anstelle der Pentofuranosylgruppe. Weitere Ausfuhrungsformen konnen 
mindestens eine modifizierte Basenform oder eine «universelle Base» wie Inosin beinhalten oder den 
Einschluss von anderen Nicht-Standardbasen wie Queosin und Wybutosin sowie Acetyl-, Methyl-, Thio- 
und ahnlich modifizierte Formen von Adenin, Cytidin, Guanin, Thymin und Uridin, die von Endonuclea- 

30 sen nicht so leicht erkannt werden. Die Erfindung stellt ferner Oligonucleotide mit Ruckgratanalogen be- 
reit, dazu gehoren Phosphodiester, Phosphorthioat, Phosphordithioat, Methylphosphonat, Phosphorami- 
dat, Alkylphosphotriester, Sulfamat, 3'-Thioacetyl, Methylen(methylimino), 3'-N-Carbamat, Morpholincar- 
bamat, Chiral-Methylphosphonate, Nucleotide mit kurzkettigen Alkyl- oder Cycloalkylverknupfungen 
zwischen den Zuckern, kurzkettige Verknupfungen («Ruckgratverknupfungen») zwischen den Zuckern 

35 mit unterschiedlichen Atomen oder solche die heterocyclisch sind oder CH2-NH-OCH2, CH2-N(CH 3 )- 
OCH 2 , CH 2 (-N(CH 3 )-CH 2( CH 2 -N(CH 3 )-N(CH 3 )-CH 2 und 0-N(CH 3 )-CH 2 -CH2-Ruckgrate (wobei Phos- 
phodiester O-P-O-CH2 ist), oder Mischungen dieser Verbindungen. Von Nutzen sind ausserdem Oli- 
gonucleotide mit Morpholino-Ruckgrat-Struktur (US-Patent Nr. 5 034 506). 
Zur weiteren nutzlichen Literatur zahlt: Oligonucleotides and Analogues, A Practical Approach, F. 

40 Eckstein (Herausg.) IRL Press bei Oxford University Press (1991); Antisense Strategies, Annals of the 
New York Academy of Sciences, Bd. 600, Baserga und Denhardt (Herausg.) (NY AS 1992), Milligan et 
al., J. Med. Chem. 36 (14) (9. Juii 1993), 1923-1937; Antisense Research and Applications (1993, CRC 
Press) die gesamte Verdffentlichung und speziell Kapitel 15 von Sanghvi, mit dem Titel "Heterocyclic 
base modifications in nucleic acids and their applications in antisense oligonucleotides. >» Antisense The- 

45 rapeutics, Sudhir Agrawal (Herausgeber (Humana Press, Totowa, New Jersey, 1996). 

D) Die Markierung von Nucleinsauren 

Es ist oft von Nutzen, die erfindungsgemassen Nucleinsauren zu markieren, beispielsweise wenn die 
50 hTRT oder andere Oligonucleotide oder Polynucleotide als Nucleinsauresonden verwendet werden sol- 
len. Die Markierungen (stehe nachstehend) konnen durch beliebige, dem Fachmann allgemein bekannte 
Mittel eingebaut werden. In einer Ausfuhrungsform wird eine nicht-amplifizierte Nucleinsaure (z.B. mR- 
NA, poly-A-mRNA, cDNA) markiert. Mittel zur Herstellung markierter Nucleinsauren sind dem Fachmann 
allgemein bekannt. Dazu gehoren beispielsweise Nick-Translation, Markierung mittels «Zufalls-Priming», 
55 Endmarkierung (z.B. unter Verwendung einer Kinase) und chemische Konjugation (z.B. Photobiotinylie- 
rung). In einer weiteren Ausfuhrungsform wird die Markierung gleichzeitig wahrend eines Amplifikations- 
schritts bei der Herstellung der Proben-Nucleinsauren eingebaut. Somit liefern beispielsweise die Poly- 
merasekettenreaktion (PCR) oder andere Nucleinsaureamplifikationsverfahren mit markierten Primern 
oder markierten Nucleotiden ein markiertes Amplifikationsprodukt. In einer weiteren Ausfuhrungsform 
60 wird durch Transkriptionsamplifikation unter Verwendung eines markierten Nucleotids (z.B. Fluorescein- 
markiertes UTP und/oder CTP) eine Markierung in die transkribierten Nucleinsauren eingebaut. Ein Am- 
plifikationsprodukt kann auch oder alternativ nach Beendigung der Amplifikation markiert werden. 
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E) Beispiele fur Oligonucleotide 

Wie bereits vorstehend angemerkt und nachstehend ausfuhrlich diskutiert werden Oligonucleotide fur 
eine Vielzahl von Verwendungsmdglichkeiten verwendet, beispielsweise als Primer, Sonden, therapeuti- 

5 sche oder andere «antisense>»-Oiigonucleotide und Triplex-Oligonucleotide. Zahlreiche weitere Verwen- 
dungsmdglichkeiten ergeben sich aus der vorliegenden Beschreibung. Tabelle 2 veranschaulicht be- 
stimmte spezifische Oligonucleotide, die bei der Ausfuhrung der Erfindung verwendet werden konnen. 
Naturiich konnen zahlreiche weitere nutzliche erfindungsgemasse Oligonucleotide durch den Fachmann 
anhand der hier zur Verfugung gestellten Lehre synthetisiert werden. 

10 In Tabelle 2 bedeutet «seq»>, dass der Primer zur Sequenzierung verwendet wurde oder dafur von 
Nutzen ist; «PCR»» bedeutet, dass der Primer zur PCR verwendet wurde oder dafur von Nutzen ist; 
«AS» bedeutet, dass der Primer zur «antisense»-Hemmung von Telomerase-Aktivitat verwendet wurde 
oder dafur von Nutzen ist; «CL» bedeutet, dass der Primer zur Clonierung von Bereichen von hTRT- 
Genen oder RNA verwendet wurde oder dafur von Nutzen ist; «mut» bedeutet, dass der Primer zur 

15 Konstruktion von Mutanten von hTRT-Genen oder Genprodukten verwendet wurde oder fur von Nutzen 
ist. «UC» bedeutet "Upper case» [Grossschreibung], und «lc» bedeutet «lower case» [Kleinschreibung]. 
Fehlpaarungen und Insertionen (relativ zu SEQ. ID Nr. 1) sind unterstrichen; Deletionen werden durch 
ein «-» angegeben. Selbstverstandlich soli keine der Angaben in Tabelle 2 eine Einschrankung der 
Verwendung eines bestimmten Oligonucleotids auf irgendeine Einzelverwendung oder einen Satz von 

20 Anwendungsmoglichkeiten beschranken. 
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IV. TRT-Proteine und Peptide 
A) Aiigemeines 

5 Die Erfindung stellt eine grosse Vielzahl von hTRT-Proteinen bereit, die unter anderem zur Hemmung 
von Telomerase-Aktivitat in einer Zelle von Nutzen sind, zur Induktion einer anti-hTRT-lmmunantwort, 
ais ein therapeutisches Reagenz, als Standard Oder Kontrolle in einem diagnostischen Assay, als ein 
Ziel beim Screenen nach Aktivierung Oder Hemmung einer Aktivitat von hTRT oder Telomerase und 
zahlreiche weitere Anwendungsmdgiichkeiten sind entweder hier beschrieben oder fur den Fachmann 

10 offensichtlich. Zu den erfindungsgemassen hTRT-Proteinen gehoren funktionell akttve Proteine (die z.B. 
zur Clbertragung von Telomerase-Aktivitat in eine Telomerase-negative Zelle von Nutzen sind) und Vari- 
anten, inaktive Varianten (die z.B. zur Hemmung von Telomerase-Aktivitat in einer Zelle von Nutzen 
sind), hTRT-Polypeptide, Proteine und Telomerase-RNPs (z.B. die Proteine umfassenden Ribonucleo- 
proteinkomplexe), die eine, verschiedene oder alle funktionelle Aktivitaten von naturlich vorkommender 

15 hTRT und Telomerase aufweisen, wie dies zur Veranschaulichung noch ausfuhrlicher nachstehend dis- 
kutiert wird. 

In einer Ausfuhrungsform ist das erfindungsgemasse hTRT-Protein ein Polypeptid mit der Sequenz 
von SEQ. ID. Nr. 2 (Fig. 17) oder ein Fragment davon. In einer weiteren Ausfuhrungsform unterscheidet 
sich das hTRT-Polypeptid von SEQ. ID. Nr. 2 durch interne Deletion, Insertionen oder konservative 

20 Austausche von Aminosaureresten. In einer verwandten Ausfuhrungsform stellt die Erfindung hTRT-Po- 
lypeptide bereit, die der SEQ. ID. Nr. 2 im wesentlichen gleichen. Die Erfindung stellt ferner hTRT-Poly- 
peptide bereit, die bezogen auf die Aminosauresequenz von SEQ. ID. Nr. 2 modifiziert sind, d.h. bei- 
spielsweise verkurzt, mutiert, derivatisiert oder an andere Sequenzen fusioniert sind (beispielsweise zur 
Bildung eines Fusionsproteins). Daruber hinaus stellt die vorliegende Erfindung Telomerase-RNPs be- 

25 reit, die ein erf indungsgemasses hTRT-Protein umfassen, das mit einer Matrizen-RNA einen Komplex 
bildet (z.B. hTR). In weiteren Ausfuhrungsformen sind eines oder mehrere Telomerase-assoziierte Pro- 
teine mit einem hTRT-Protein und/oder hTR assoziiert. 

Die Erfindung stellt auch weitere naturlich vorkommende hTRT-Spezies oder nicht naturlich vorkom- 
mende Varianten zur Verfugung, beispielsweise Proteine mit der Sequenz von SEQ. ID. Nr. 5 (Fig. 20), 

30 SEQ. ID. Nr. 10 (Fig. 19) oder einer im wesentlichen gleichen Sequenz und Fragmente, Varianten oder 
Derivate davon. 

Die Erfindung stellt aber noch weitere hTRT-Spezies und Varianten bereit. Ein Beispiel einer hTRT- 
Variante kann durch ribosomale Leserahmenverschiebung von mRNA, die durch den Clon 712562 
(SEQ. ID. Nr. 3 (Fig. 18)) codiert wird resultieren oder durch die pro90 hTRT-Variante, die in SEQ. ID. 

35 Nr. 4 (Fig. 20) gezeigt ist und diese resultieren in der Synthese von hTRT- Polypeptides die alle TRT- 
Motive enthalten (siehe als aiigemeines Beispiel beispielsweise Tsuchihashi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 87 (1990), 2516; Craigengen et al., Cell 50 (1987), 1; Weiss, Cell 62 (1990), 117). Ribosomale Le- 
serahmenverschiebung kann auftreten, wenn spezifische mRNA-Sequenzen oder Sekundarstrukturen 
bewirken, dass das Ribosom «verharrt» und innerhalb der Sequenz ein Nucleotid vorwarts oder ruck- 

40 warts springt. Somit konnte eine ribosomale Leserahmenverschiebung auf der mRNA von 712562 die 
Synthese eines Polypeptids mit etwa 523 Aminosaureresten bewirken. Eine derartige ribosomale Lese- 
rahmenverschiebung auf der Sequenz von pro90 konnte ein Protein mit etwa 1071 Resten ergeben. Es 
ist offensichtlich, dass die sich aus einer ribosomalen Leserahmenverschiebung ergebenden Proteine 
auch durch die durch die Erfindung bereitgestellteh synthetischen Verfahren oder Rekombinationsver- 

45 fahren exprimiert werden konnen. 

Menschliche TRT-Proteine, Peptide und funktionell aquivalente Proteine konnen durch Reinigung, 
chemische Synthese oder rekombinante Produktion, wie dies ausfuhrlicher nachstehend diskutiert wird, 
erhalten werden. 

50 B) TRT-Proteinaktivitat 

Die erfindungsgemassen TRT-Polypeptide (einschliesslich Fragmente, Varianten, Produkte von alter- 
nativen Allelen und Fusionsproteine) konnen eine, mehrere oder alle der mit nativer hTRT assoziierten 
funktionellen Aktivitaten aufweisen. Falls nicht anders angegeben, wird hier davon ausgegangen, dass 

55 eine hTRT oder ein anderes TRT-Polypeptid eine angegebene Aktivitat aufweist, falls sich die Aktivitat 
entweder von dem hTRT-Protein ohne eine assoziierte RNA (z.B. HTR) oder in einem Komplex aus 
hTRT mit assoziierter RNA (z.B. hTR) zeigt. Die hTR-bindende Aktivitat von hTRT ist ein Beispiel fur 
eine mit dem hTRT-Protein assoziierte Aktivitat. Verfahren zur Herstellung von Komplexen aus Nuclein- 
sauren (z.B. hTR) und den erfindungsgemassen hTRT-Polypeptiden werden nachstehend beschrieben. 

60 Die Modifizierung der hTRT-Proteine (z.B. durch chemische oder rekombinante Mittel einschliesslich 
der Mutation oder Modifikation eines Polynucleotids, das das hTRT-Polynucleotid codiert, oder die che- 
mische Synthese eines Polynucleotids mit einer Sequenz, die sich von der nativen Polynucleotidse- 
quenz unterscheidet) zur Erzielung eines unterschiedlichen Satzes von Aktivitaten im Vergleich zu nati- 
ver hTRT kann bei therapeutischen Anwendungen oder ein Screenen nach spezifischen Modulatoren 

65 von hTRT oder Telomerase-Aktivitat von Nutzen sein. Daruber hinaus konnen Assays fur eine Reihe 
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von hTRT-Aktivitaten zur Identifizierung von Agenzien (z.B. die Aktivitat modulierende Agenzien) von 
besonderem Nutzen sein, die mit hTRT Oder Telomerase zur Veranderung der Telomeraseaktivitat in- 
teragieren. 

Die Aktivitaten von nativer hTRT beinhalten, wie nachstehend diskutiert, katalytische Aktivitat von Te- 
5 lomerase (wobei es sich entweder urn eine prozessive Oder nicht-prozessive Aktivitat handeln kann); 
Telomerase-Prozessivitat; Aktivitat von konventioneller reversen Transkriptase; nucleolytische Aktivitat; 
Primer- oder Substrat- (Telomer-, synthetisches Telomerase-Substrat- Oder Primer-) bindende Aktivitat, 
dNTP-bindende Aktivitat; RNA- (d.h. hTR-) bindende Aktivitat; und Protein-bindende Aktivitat (z.B. Bin- 
dung an Telomerase-assoziierte Proteine, Telomer-bindende Proteine oder an einen Komplex aus Pro- 
10 tein und telomerer DNA). Naturlich stellt die vorliegende Erfindung auch hTRT-Zusammensetzungen be- 
reit, ohne eine besondere hTRT-Aktivitat, jedoch mit nutzlichen Aktivitaten, die mit hTRT oder anderen 
TRT-Proteinen in Bezug stehen (z.B. bestimmte kurze immunogene Peptide, hemmende Peptide). 

1) Katalytische Aktivitat von Telomerase 

15 

Wie hier verwendet, hat ein erfindungsgemasses Polypeptid "katalytiscba Aktivitat von Telomerase», 
wenn das Polypeptid in der Lage ist, einen DNA-Primer oder Substrat durch Hinzufugung von einem 
partielien, einem oder mehr als einem Repeat mit einer Sequenz (z.B. TTAGGG), die von einer Matri- 
zen-Nucleinsaure (z.B. hTR) codiert wird, zu verlangern. Diese Aktivitat kann prozessiv oder nicht-pro- 

20 zessiv sein. Prozessive Aktivitat liegt dann vor, wenn eine Telomerase-RNP mehrfach Wiederholungs- 
einheiten an einem Primer oder Telomerase anfugt, bevor die DNA von dem Enzymkomplex freigesetzt 
wird. Nicht prozessive Aktivitat liegt dann vor, wenn Telomerase eine partielle oder eine Wiederholungs- 
einheit an einen Primer anfugt und danach freigesetzt wird. In vivo konnte jedoch eine nicht-prozessive 
Reaktion mehrfach Wiederholungseinheiten durch aufeinanderfolgende Runden der Assoziation, Verlan- 

25 gerung und Dissoziation anfugen. Dies kann aber auch in vitro vorkommen, wird jedoch typischerweise 
in Standardassays nicht beobachtet aufgrund des sehr grossen molaren Uberschusses an Primern ge- 
genuber Telomerase unter Standard-Assaybedingungen. 

Zur Charakterisierung eines hTRT-Polypeptids bezugtich einer nicht-prozessiven Aktivitat wird eine 
ubliche TelomeraseReaktion durchgefuhrt unter Bedingungen, die eine nicht-prozessive Reaktion begun- 

30 stigen beispielsweise bei hohen Temperaturen, d.h. 35-40°C, typischerweise 37°C, niedrigen dGTP- 
Konzentrationen (1 \iM oder weniger), hohen Primer-Konzentrationen (5 nM oder mehr), und hohen 
dATP/TTP-Konzentrationen (2 mM oder mehr), wobei die Temperatur und die dGTP typischerweise die 
grosste Auswirkung haben. Zur Charakterisierung eines hTRT-Polypeptids bezuglich prozessiver Aktivi- 
tat wird eine ubliche Telomerase-Reaktion durchgefuhrt unter Verwendung von Bedingungen, die eine 

35 prozessive Reaktion begunstigen, beispielsweise 27 bis 34°C, typischerweise 30°C, hohe dGTP-Kon- 
zentration (10 nM oder mehr), niedrige Primer-Konzentration (1 nM oder weniger) und/oder niedrige 
dATP und TTP-Konzentrationen (0,3-1 mM), wobei die Temperatur und die fur dGTP typische Konzen- 
tration am kritischsten sind. Altemativ konnen ein TRAP-Assay (fur prozessive oder moderat-prozessive 
Aktivitat) oder der Dot-Blot- und Gel-Blot-Assay (fur prozessive Aktivitat) verwendet werden. Das erfin- 

40 dungsgemasse hTRT-Polypeptid kann eine nicht-prozessive Aktivitat, jedoch keine prozessive Aktivitat 
aufweisen (z.B. wenn eine Anderung des hTRT-Polypeptids die Fahigkeit zur Translokation verringert 
reduziert oder eliminiert), es kann aber auch nur prozessiv sein oder es kann beide Aktivitaten besitzen. 

a) Nicht-prozessive Aktivitat 

45 

Eine nicht-prozessive katalytische Aktivitat von Telomerase kann den DNA-Primer von der Position, 
an der das 3'-Ende sich an die RNA-Matrize anlagert, zu dem 5'-Ende der Matrize hin verlangern; diese 
Verlangerung endet typischerweise mit der Anfugung des ersten G-Rests (z.B. wenn die Matrize hTR 
ist). Wie in Tabelle 3 gezeigt, hangt die genaue Anzahl der hinzugefugten Nucleotide von der Position 
50 des 3'-terminalen Nucleotids des Primers innerhalb der TTAGG-Wiederholungssequenz ab. 
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TABELLE 3 



NICHT-PROZESSIVE AKTIVITAT 



i) TTAGGGttag (DNA) 

3 * AUCCCAAUC 5 ■ (RNA) 



is ii) TTAGggttag (DNA) 

3 ' AUCCCAAUC 5 » (RNA) 



in DNA, UC = Primer, Ic = angefugte Nucleotide 

Somit werden an den -TTAGGG-Primer (i) 4 Nucleotide angefugt, wahrend an den -TTAG-Primer 
(ii) 6 Nucleotide angefugt werden. Die in einer prozessiven Reaktion durch Telomerase angefugte erste 
Wiederholungseinheit entspricht diesem Schritt; in einer prozessiven Reaktion fuhrt Telomerase jedoch 
einen Translokationsschritt durch, wobei das 3'-Ende freigesetzt wird und an einer Position, am 3'-Be- 
reich der Matrize, die ausreicht, die Anfugung einer weiteren Wiederholungseinheit zu primen, erneut 
25 gebunden wird (siehe Morin, Eur. J. Cancer 33 (1997), 750). 

Eine vollstandig nicht-prozessive Reaktion fuhrt lediglich zur Produktion einer Bande in einem ubli- 
chen Assay unter Verwendung eines einzigen synthetischen Primers. Da dieses Ergebnis auch durch 
andere Enzyme hervorgerufen werden kann, beispielsweise die Aktivitat einer terminalen Transferase, 
kann es bei einigen Anwendungen wunschenswert sein, zu verifizieren, dass das Produkt das Ergebnis 
30 einer katalytischen Aktivitat von Telomerase ist. Eine durch Telomerase (hTRT) erzeugte Bande kann 
durch verschiedene zusatzliche Merkmale unterschieden werden. Die Anzahl an Nucleotiden, die an das 
Ende des Primers angefugt wird, sollte mit der Position des Primerterminus ubereinstimmen. Somit soil- 
te ein -TTAGGG-Primer 4 angefugte Nucleotide aufweisen und ein -TTAG-Primer 6 Nucleotide (siehe 
vorstehend). In der Praxis konnen zwei Oder mehr in der Sequenz permutierte Primer, die die gleiche 
35 Gesamtlange, jedoch unterschiedliche 5'- und 3'-Endpunkte aufweisen, verwendet werden. Zur Veran- 
schaulichung soil folgendes Beispiel dienen. Die nicht-prozessive Verlangerung des Primers 
TTAGGGTTAGGGTTAGGG und GTTAGGGTTAGGGTTAGG wird Produkte erzeugen, deren absolute 
Lange sich in einem Nucleotid unterscheidet (zu TTAGGGTTAGGGTTAGGG werden 4 angefugt zu ei- 
ner Gesamtlange von 22 nt und zu GTTAGGGTTAGGGTTAGG werden 5 angefugt zu einer Gesamtlan- 
40 ge von 23 nt). Die Nucleotidabhangigkeit der Reaktion sollte mit der Position des Primerterminus uber- 
einstimmen. Somit sollte ein Produkt des -TTAGGG-Primers dGTP, TTP und dATP, jedoch nicht dCTP 
benotigen und ein Produkt des --AGGGTT-Primers sollte die dGTP und dATP, jedoch nicht TTP Oder 
dCTP benotigen. Die Aktivitat sollte gegenuber der Vorbehandlung mit RNAse oder Micrococcus-Nu- 
clease unter Bedingungen, die zum Abbau von hTR und so zur Eliminierung der Matrize fuhren, emp* 
45 findlich sein (siehe Morin, Cell 59 (1989) 521). 

b) Prozessive Aktivitat 

In der Praxis kann eine prozessive Aktivitat leicht durch das Auftreten einer Leiter von 6 Nucleotiden 
50 in einem ublichen Assay, einem TRAP-Assay, Gel-Blot-Assay Oder dem Dot- Blot- Assay leicht beobach- 
tet werden. Der ubliche Assay wird in Morin, Cell 59 (1989), 521, auf das hier vollinhaltlich, Bezug ge- 
nommen wird, der TRAP-Assay wird in dem US-Patent Nr. 5 629 154 beschrieben; siehe auch die 
PCT-Veroffentlichung WO 97/15 687, die PCT-Veroffentlichung WO 95/13 381; Krupp et al., Nucleic 
Acids Res. 25 (1997), 919 und Wright et al.. Nuc. Acids Res. 23 (1995), 3794, auf die hier vollinhaltlich 
Bezug genommen wird. Der Dot-Blot-Assay ist ausfuhrlich in der parallelen US-Patentanmeldung mit 
der Serien-Nr. 08/833 377, eingereicht am 4. April 1997, beschrieben, auf die hier vollinhaltlich Bezug 
genommen wird. Die vorstehend angegebenen Literaturstellen sind hiermit durch die Bezugnahme voll- 
standig und fur alle Zwecke mit aufgenommen. Andere Assays bezuglich einer prozessiven katalyti- 
schen Aktivitat von Telomerase konnen auch verwendet werden, beispielsweise der «Stretch-PCR»-As- 
say von Tatematsu et al„ Oncogene 13 (1996), 2265. Der Gel-Blot-Assay, eine Kombination von ubli- 
chen und Dot-Blot-Assays kann ebenfalls verwendet werden. Bei dieser Variante wird ein ublicher 
Assay mit einem radioaktiv markierten Nucleotid und mit hohen dGTP-Konzentrationen (z.B. 0,1-2 mM) 
durchg fuhrt. Nach Durchfuhrung des ublichen Assays wird die synthetisierte DNA durch denaturierende 
PAGE aufg trennt und auf eine Membran (z.B. Nitrocellulose) uberfQhrt. T lomer-DNA (das Produkt von 
65 Telomerase - ein verlangerter Telomerase-Primer oder Substrat) kann im Anschluss daran durch Ver- 
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fahren wie Hybridisierung unter Verwendung markierter Teiomer-DNA-Sonden (z.B. die CCCTAA-Se- 
quenz enthaltende Sonden, wie sie in dem Dot-Blot-Assay wie vorstehend verwendet werden) nachge- 
wiesen werden. Ein Vorteil dieses Verfahrens ist t dass diese empfindlicher als der ubliche Assay sind 
und Informationen uber die Grosse der synthetisierten Fragmente und die Prozessivitat der Reaktion lie- 
5 fern. 

c) Aktivitatsbestimmungen 

Die Telomerase-Aktivitat eines hTRT-Polypeptids kann unter Verwendung eines ungereinigten, partiell 
10 gereinigten Oder im wesentiichen gereinigten hTRT-Polypeptids (z.B. in Assoziation mit hTR) in vitro 
Oder nach Expression in vivo bestimmt werden. Beispielsweise kann Telomerase-Aktivitat in einer Zelle 
(z.B. einer Zelle, die ein rekombinantes erfindungsgemasses hTRT-Polypeptid exprimiert) durch Bestim- 
mung der Langenzunahme oder -abnahme der Telomere nachgewiesen werden. Typische Assays be- 
zuglich einer katalytischen Aktivitat von Telomerase konnen unter Verwendung eines Komplexes von 
15 hTRT und hTR durchgefuhrt werden. Es konnen jedoch alternative Telomerase-Matrizen- RNAs substi- 
tuiert sein oder man kann Assays zur Bestimmung einer anderen Aktivitat wie Telomeraso-Primerbin- 
dung durchfuhren. Assays zur Bestimmung der Lange der Telomere sind auf dem Fachgebiet bekannt. 
Dazu zahlen die Hybridisierung von Sonden an Telomer-DNA (ein Amplifikationsschritt kam aufgenom- 
men werden) und eine TRF-Analyse, d.h. die Analyse von Telomer-DNA-Restriktionsfragmenten (TRFs) 
20 nach einem Restriktionsendonuclease-Verdau (siehe die PCT-Veroffentlichungen WO 93/235 572 und 
WO 96/41 016; Counter et al., EMBO J. 11 (1992), 1921; Allsopp et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 
(1992), 10114; Sanno, Am. J. Clin. Pathol. 106 (1996), 16 und Sanno, Neuroendocrinology 65 (1997), 
229. 

Die katalytische Aktivitat von Telomerase eines hTRT-Polypeptids kann durch eine Reihe von Verfah- 

25 ren nachgewiesen werden, wobei die vorstehend beschriebenen Assays und weitere Assays bezuglich 
einer katalytischen Aktivitat von Telomerase verwendet werden konnen. Bei einem Verfahren wird das 
hTRT-Protein in einer Telomerase-negativen menschlichen Zelle, in der hTR exprimiert wird (d.h. entwe- 
der normalerweise in der Zelle oder durch rekombinante Expression), exprimiert (z.B. wie nachstehend 
beschrieben) und die Gegenwart oder Abwesenheit von Telomerase-Aktivitat wird in der Zelle oder im 

30 Zellysat bestimmt. Beispiele fur geeignete Telomerase-negative Zellen sind IMR 90 (ATCC, #CCL-186) 
oder BJ-Zellen (eine menschliche Vorhautfibroblastenlinie; siehe beispielsweise Feng et al., Science 269 
(1995), 1236). Zu weiteren Beispielen zahlen pigmentierte Retinal-Epithelzellen (RPE), menschliche Na- 
belschnurarterienepithelzellen (HUVEG; ATCC #CRL-1730), menschliche Aortaendothelzellen (HAEC; 
Clonetics Corp., #CC-2535) und menschliche Brustepithelzellen (HME; Hammond et aL, Proc. Natl. 

35 Acad. Sci. USA 81 (1984), 5435; Stampfer, T., Tissue Culture Methods 9 (1985), 107). In einer alterna- 
tiven Ausfuhrungsform wird das hTRT-Polypeptid in einer Teiomerase-positiven Zelle (z.B. durch Trans- 
fektion mit einem hTRT-Expressionsvektor) exprimiert und eine Steigerung der Telomerase-Aktivitat in 
der Zelle im Vergleich zu einer nicht-transfizierten Kontrollzelte wird dann nachgewiesen, wenn das Po- 
lypeptid eine katalytische Aktivitat von Telomerase aufweist. Ublicherweise ist die katalytische Aktivitat 

40 von Telomerase in einer mit einem geeigneten Expressionsvektor transfizierten Zelle, die hTRT expri- 
miert, signifikant erhdht, das heisst sie ist urn mindestens etwa das 2fache, mindestens etwa das 
5fache oder sogar mindestens etwa das 1 0f ache bis 100fache oder sogar 1000fache hoher im Ver- 
gleich zu untransfizierten (Kontroll)-Zellen. 

In einer weiteren alternativen Ausfuhrungsform wird das hTRT-Protein in einer Zelle (z.B. einer Telo- 

45 merase-negativen Zelle, in der hTR exprimiert wird, als ein Fusionsprotein (siehe nachstehend) mit ei- 
ner Markierung oder einem «Epitoptag» zur Erleichterung der Reinigung exprimiert. In einer Ausfuh- 
rungsform wird das RNP aus der Zelle unter Verwendung eines Antikorpers gewonnen, der das «tag» 
spezifisch erkennt. Bevorzugte «tags» sind typischerweise kurz oder klein und sie konnen eine Spalt- 
stelle oder andere Eigenschaften aufweisen, die es gestatten, das «tag» von dem hTRT-Polypeptid zu 

50 entfernen. Zu den Beispielen von geeigneten «tags» gehoren das «Xpres»-Epitop (Invitrogen, Inc. San 
Diego CA) und weitere Anteile, die von einem Antikorper oder Nucleinsaure spezifisch gebunden wer- 
den konnen. Weitere aquivalente Verfahren sind beispielsweise in Beispiel 6 beschrieben. In einer alter- 
nativen Ausfuhrungsform zahlen zu den «tags» solche, die von inserierten Sequenzen codiert werden. 
Beispielsweise von Sequenzen, die in SEQ. ID. Nr. 1 stromaufwarts des ATG-Codons inseriert sind, 

55 das die Translation des Proteins von SEQ. ID. Nr. 2 initiiert, wobei die Insertion eines (neuen) Methio- 
nin-lnitiationscodons in die stromaufwarts gelegene Sequenz mit eingeschlossen sein kann. 

Naturlich konnen bei der Expression einer hTRT-Variante in einer Zelle (beispielsweise als ein Fusi- 
onsprotein) und der darauffolgenden Isolation (z.B. als ein Ribonucleoproteinkomplex) andere Zellprotei- 
ne (d.h. Telomerase-assoziierte Proteine) mit dem isolierten Komplex assoziiert sein (direkt oder indirekt 

60 daran gebunden). In solchen Fallen wird es manchmal wunschenswert sein, Telomerase-Aktivitat in 
dem Komplex zu bestimmen, der hTRT, hTR und die assoziierten Proteine enthalt. 
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2. Weitere Aktivitaten von Telomerase Oder TRT-Protein 

Zu den erfindungsgemass n hTRT-Polypeptiden zahlen Varianten, denen eine katalytische Aktivitat 
von Telom rase fehlt, die jedoch eine oder mehrere andere Aktivitaten von Telomeras beibehalten ha- 
5 ben. Zu diesen anderen Aktivitaten und erfindungsgemassen Verfahren zur Messung solcher Aktivitaten 
gehoren (jedoch ohne Einschrankung darauf) die in den folgenden Abschnitten diskutierten: 

a) Ubliche Aktivitat bezuglich reverser Transkriptase 

10 Die ubliche Telomerase-Aktivitat bezuglich reverser Transkriptase wird beispielsweise in Morin (1997), 
a.a.O., und Spence et al., Science 267 (1995) 988, beschrieben. Da hTRT konservierte Aminosauremo- 
tive enthalt, die fur die katalytische Aktivitat von reverser Transkriptase erforderlich sind, weist hTRT die 
Fahigkeit auf, exogene (d.h. nicht-hTR) RNAs zu transkribieren. In einem ublichen RT-Assay wird die 
Fahigkeit des Enzyms zur Transkription einer RNA-Matrize durch die Verlangerung eines angelagerten 

15 DNA-Primers gemessen. 

Die Aktivitat von reverser Transkriptase kann durch zahlreiche auf dem Fachgebiet bekannte Moglich- 
keiten ^bestimmt werden t beispielsweise durch Beobachtung der Zunahme der Grosse eines markierten 
Nucleinsaureprimers (z.B. RNA oder DNA) oder des Einbaus eines markierten dNTPs. Siehe beispiels- 
weise Ausubel et al., a.a.O. 

20 Da hTRT spezifisch mit hTR assoziiert, kann naturlich der DNA-Primer/RNA-Matrize fur ein ubliches 
RT-Assay zur Erzielung von Merkmalen, die mit hTR und einem Telomer-DNA-Primer in Bezug stehen, 
modifiziert werden. Beispielsweise kann die RNA die Sequenz (CCCTAA) n aufweisen, wobei n minde- 
stens 1, mindestens 3, mindestens 10 oder grosser ist. In einer Ausfuhrungsform liegt der (CCCTAA)h- 
Bereich bei oder in der Nahe des 5'-Endes der RNA (ahnlich zu der 5'-Lokalisierung von Matrizenberei- 

25 chen in Telomerase-RNAs). In ahnlicher Weise kann der DNA-Primer ein 3'-Ende aufweisen, das Antei- 
le der TTAGGG-Telomersequenz aufweist, beispielsweise XnTTAG, X n AGGG, X n (TTAGGG) q TTAG ( etc., 
wobei X eine nicht-Telomer-Sequenz ist und n 8-20 oder 60-30 ist und q 1 bis 4 ist. In einer weiteren 
Ausfuhrungsform weist der DNA-Primer ein 5'-Ende auf, das zu der RNA-Matrize nicht kompiementar 
ist, so dass bei Anlagerung das 5'-Ende ungebunden bleibt. Zusatzliche Modifikationen von Standard- 

30 Assays bezuglich reverser Transkription, die bei den erfindungsgemassen Verfahren angewandt werden 
konnen, sind auf dem Fachgebiet bekannt. 

b) Nucleolytische Aktivitat 

35 Nucleolytische Aktivitat von Telomerase wird beispielsweise beschrieben in Morin, 1997, a.a.O. Collins 
und Grieder, Genes and development 7 (1993) 1364. Telomerase besitzt eine nucleolytische Aktivitat 
(Joyce und Steitz, Trends Biochem. Sci, 12 (1987), 288), jedoch weist die Telomerase-Aktivitat beson- 
dere Merkmale auf. Telomerase entfemt Nucleotide, ublicherweise nur eines, vom 3'-Ende, wenn das 
3'-Ende der DNA an der 5'-Grenze der DNA-Matrize positioniert ist. In Menschen und bei Tetrahymena 

40 ist dieses Nucleotid das erste G der Telomer-Wiederholungseinheit (TTAGG im Menschen). Telomerase 
entfernt bevorzugt G-Reste, weist jedoch keine nucleolytische Aktivitat gegenuber anderen Nucleotiden 
auf. Diese Aktivitat kann uberwacht werden. Hier werden zur Veranschaulichung zwei unterschiedliche 
Verfahren beschrieben. Ein Verfahren beinhaltet eine ubliche Telomerase-Reaktion mit einem Primer, 
der die gesamte Matrizensequenz bindet (d.h. an der Matrizengrenze endet; -TAGGGATTAG im Men- 

45 schen). Nucleolytische Aktivitat wird durch Uberwachung des Austauschs des letzten dG-Restes gegen 
ein in dem Assay zur Verfugung gestelltes radioaktiv markiertes dGTP nachgewiesen. Der Austausch 
wird durch Auftreten einer Bande mit der Grosse des Ausgangsprimers in der Gelelektrophorese und 
Autoradiographic uberwacht. 

In einem bevorzugten Verfahren wird ein DNA-Primer verwendet, der ein «blockiertes»» 3'-Ende auf- 

50 weist, das durch Telomerase nicht verlangert werden kann. Der 3'-blockierte Primer kann in Standard- 
Telomerase-Assays verwendet werden, er wird jedoch solange nicht verlangert, bis das 3'-Nucleotid 
durch die nucleolytische Aktivitat von Telomerase entfernt wird. Der Vorteil dieses Verfahrens besteht 
darin, dass Telomerase-Aktivitat durch verschiedene Standardmassnahmen uberwacht werden kann, 
und das Signal stark und leichter zu quantifizieren ist. Die Blockierung des 3'-Endes des Primers kann 

55 auf verschiedene Weise erreicht werden. In einem Verfahren wird ein 3'-Desoxy-dNTP-Rest an das 3'- 
Ende des Primers unter Verwendung von Standard-Oligonucleotidsyntheseverfahren angefugt. Dieses 
Ende weist ein 2'OH auf, jedoch nicht das fur Telomerase erforderliche 3'OH. Es gibt noch weitere 
Moglichkeiten zur Blockierung des 3'-Endes, beispielsweise die Verwendung eines 3'-Didesoxy-Endes 
eines 3'-Amin-Endes etc. Ein Beispiel fur einen Primer fur einen Assay bezuglich einer nucleolytischen 

60 Aktivitat von hTRT ist 5'-TTAGGGTTAGGGTTA (G3'). wobei der letzte Rest einem 3'-Desoxy-guanosin- 
rest entspricht (Glen Research, Sterling, VA), Dem Fachmann sind zahlreiche weitere Varianten bezug- 
lich eines kleinen Primers, die auf der hier zur Verfugung gestellten Lehre basieren, bekannt. 
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c) Primer (Telomer)-Bindungsaktivitat 

Primer (Telomer)-Bindungsaktivitat von Telomerase wird beispielsweise von Morin, 1997, a.a.O.; Col- 
lins et aL, Cell 81 (1995), 667 und Harrington et a!., J. Biol. Chem. 270 (1995), 8893 beschrieben. Man 

5 nimmt an, dass Telomerase zwei Stellen aufweist, die einen Telomer-DNA-Primer binden. Die mit der 
Primerbindung assoziierten RT-Motive zeigen, dass hTRT und/oder hTRT/hTR DNA-Primer-Bindungsak- 
tivitat aufweist. Es gibt verschiedene Moglichkeiten, Primer-Bindungsaktivitat zu bestimmen. Allerdings 
haben die meisten Verfahren einen Schritt gemeinsam, namlich die Inkubation eines markierten DNA- 
Primers mit hTRT oder hTRT/hTR oder anderen TRT/TR-Kombinationen unter geeigneten Bindungsbe- 

10 dingungen. Die meisten Verfahren verwenden auch ein Mittel zur Abtrennung ungebundener DNA von 
Protein-gebundener DNA. Diese Verfahren beinhalten folgende Schritte: 

i) Gel-«shift»-Assays (die auch als «electrophoretic/mobility shift»-Assays bezeichnet werden) sind 
Assays, bei denen ungebundener DNA-Primer von Protein-gebundenem DNA-Primer durch Elektropho- 
rese in einem nicht-denaturierenden Gel abgetrennt wird (Ausubel et al., a.a.O). 

15 ii) Matrixbindungs-Assays beinhalten verschiedene Variationen hinsichtlich des Grundverfahrens. 
Dazu gehoren die Bindung der hTRT oder des hTRT/hTR-Komplexes an eine Matrix (z.B. Nitrocellulo- 
se) entweder vor oder nach Inkubation mit dem markierten Primer. Durch die Bindung der hTRT an 
eine Matrix kann der ungebundene Primer von dem gebundenen Primer mechanisch abgetrennt wer- 
den. Restliche ungebundene DNA kann durch Waschen der Membran vor der Quantifizierung entfernt 

20 werden. Es ist fiir den Fachmann offensichtlich, dass es verschiedene Moglichkeiten zur Kopplung von 
Proteinen an solche Matrices, feste Trager und Membranen gibt, dazu gehoren beispielsweise chemi- 
sche, photochemische und UV-Quervernetzung, Antikdrper/Epitop und nicht-kovalente, hydrophobe, * 
(elektrostatische etc.) Interaktionen. ' 
Als DNA-Primer kann jede DNA mit einer Affinitat fur Telomerase verwendet werden, beispielsweise 

25 ein Telomer-DNA-Primer, wie (TTAGGG) n , wobei n 1 bis 10 sein kann und typischerweise 3 bis 5 ist. 
Die 3'- und 5'-Enden konnen an jeder Position der Wiederholungssequenz enden. Die Primer konnen 
auch 5'- oder 3'-Veiiangerungen von Nicht-Telomer-DNA aufweisen, die eine Markierung oder einen 
Nachweis erleichtern konnen. Die Primer konnen auch derivatisiert sein, urn beispielsweise den Nach- 
weis oder die Isolierung zu erleichtern. 

30 

d) dNTP-Bindungsaktivitat 

dNTP-Bindungsaktivitat von Telomerase wird beispielsweise in Morin, 1997, a.a.O., und Spence et 
al., a.a.O. beschrieben. Telomerase benotigt fur die Synthese von DNA dNTPs, Das hTRT-Protein weist 
35 eine Nucleotid-Bindungsaktivitat auf und es kann hinsichtlich einer dNTP-Bindung ahnlich wie andere 
Nucleotid-bindende Proteine untersucht werden (Kantrowitz et al., Trends Biochem. Sci. 5 (1980), 124). 
Typischerweise wird die Bindung eines markierten dNTPs oder eines dNTP-Analogs uberwacht, so wie 
dies auf dem Fachgebiet fur N icht-Te I ome rase- RT- Proteine bekannt ist. 

40 e) RNA (d.h. hTR)-Bindungsaktivitat 

RNA (d.h. hTR)-Bindungsaktivitat von Telomerase wird beispielsweise in Morin, 1997, a.a.O., be- 
schrieben, Harrington et al., Science 275 (1997), 973 und Collins et al„ Cell 81 (1995), 677. Die RNA- 
Bindungsaktivitat eines erfindungsgemassen TRT-Proteins kann auf ahnliche Weise wie dies vorstehend 

45 bezuglich des DNA-Primer-Bindungsassays beschrieben wurde, unter Verwendung einer markierten ' 
RNA-Sonde nachgewiesen werden. Verfahren zur Abtrennung gebundener und nicht-gebundener RNA 
und zum Nachweis von RNA sind auf dem Fachgebiet gut bekannt. Diese konnen fur die erfindungsge- 
massen Aktivitatsassays auf ahnliche Weise wie dies fur den DNA-Primer-Bindungsassay beschrieben 
wurde, angewandt werden. Bei der RNA kann es sich urn hTR mit vollstandiger Lange handeln, Frag- 

50 mente von hTR oder andere RNAs, fur die gezeigt werden kann, dass sie eine Affinitat fur Telomerase 
oder hTRT aufweisen. Siehe US-Patent Nr. 5 583 016 und PCT-Veroffentlichung Nr. 96/40 868 (siehe 
auch USSN 08/478 352, eingereicht am 7. Juni 1995). 

3) Telomerase-Motive als Ziele 

55 

Wie bereits vorstehend angemerkt, stellt die vorliegende Erfindung hTRT-Polypeptide bereit, die nicht 
den vollen Satz (wie vorstehend beschrieben) an Telomerase-Aktivitaten von naturlich vorkommender 
Telomerase, hTRT oder anderen TRTProteinen aufweisen. Es ist angesichts der hier voriiegenden Be- 
schreibung von RT und von Telomerase-spezifischen Motiven von TRT offensichtlich, dass Anderungen 

60 oder Mutationen von konservierten Aminosaureresten, die in den oben diskutierten Motivsequenzen ge- 
funden werden konnen, zur Entstehung von Mutanten mit Aktivitatsverlusten fuhren, die fur therapeuti- 
sche Zwecke, zum Screenen und zur Charakterisierung von Arzneimitteln und fur weitere Anwendungs- 
moglichkeiten von Nutzen sind. Beispielsweise fuhrt die Deletion der Motive B in den RT-Domanen des 
endogenen TRT-Gens in s. pombe, wie in Beispiel 1 beschrieben, zu haploiden Zellen, in denen eine 

65 ■ progressive Telomerverkurzung bis zu dem Punkt, an dem eine Hybridisierung mit Telomer-Wiederho- 
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lungseinheftesm fast nicht mehr nachweisbar war, beobachtet werden konnte,was einen Verlust einer ka- 
talytischen Afttivitat von Telomerase anzeigt. Auf ahnliche W ise kdnnen Anderungen in der WxGxS- 
Stelle von Motiv E die DNA-Primerbindung Oder Funktion von Telomerase beeinflussen. Daruber hinaus 
konnen Anderungen der Aminosauren in den Motiven A, B' und C die katalytische Aktivitat von Telome- 
5 rase beeinflussen. Die Mutation des DDMotivs von hTRT kann T lomerase-Aktivitat erheblich v rringern 
oder aufheben (siehe Beispiel 16). 

C) Die Synthese von hTRT und anderen TRT-Polypeptiden 

10 Die Erfindung stellt eine Reihe von Verfahren zur Herstellung der hier offenbarten hTRT und anderer 
TRT-Polypeptide bereit. In den folgenden Abschnitten wird die chemische Synthese und die rekombi- 
nante Expression von hTRT-Proteinen, einschliesslich Fusionsproteinen ausfuhrlich beschrieben. 

1) Chemische Synthese 

15 

Die Erfindung stellt hTRT- Polypeptide bereit, die ganz oder teilweise unter Verwendung von allgemei- 
nen, auf dem Fachgebiet gut bekannten chemischen Verfahren synthetisiert wurden (siehe beispielswei- 
se Caruthers et al., Nucleic Acids Res. Symp. Ser. (1980) 215-223 und Horn et al., Nucleic Acids Res. 
Symp. Ser, (1980), 225-232). Beispielsweise kann eine Peptidsynthese unter Verwendung verschiede- 

20 ner Festphasenverfahren durchgefuhrt werden (Roberge et al., Science 269 (1995) 202), darunter fallt 
auch die automatische Synthese (z.B. unter Verwendung des Peptid Synthesizers ABI 431 A von Perkin 
Elmer gemass den Anweisungen des Herstellers). Wenn ein Protein mit vollstandiger Lange erwunscht 
ist, konnen kurzere Polypeptide durch Kondensation des Aminoterminus eines Molekuls mit dem Car- 
boxylterminus des anderen Molekuls zur Bildung einer Peptidbindung fusioniert werden. 

25 Die neu synthetisierten Peptide konnen wesentlich gereinigt werden, beispielsweise durch praparative 
HPLC (siehe beispielsweise Creighton Proteins, Structures and Molecular Principles, WH Freeman and 
Co., New York NY (1983). Die Zusammensetzung der synthetischen Peptide (oder beliebiger anderer 
erfindungsgemasser Peptide oder Polypeptide) kann durch Aminosaureanalyse oder Sequenzierung 
(z.B. das Verfahren des Edman-Abbaus; Creighton, a.a.O.) bestatigt werden. Es ist wichtig anzumerken, 

30 dass die Aminosauresequenz von hTRT oder einem beliebigen Teil davon wahrend der Synthese ver- 
andert werden kann und/oder unter Verwendung chemischer Verfahren mit Sequenzen von anderen 
Proteinen kombiniert werden kann. Dies kann auch anderweitig durchgefuhrt werden und einen beliebi- 
gen Teil der Aminosauresequenzen fur jeden beliebigen Zweck zur Herstellung einer Variante der erfin- 
dungsgemassen Polypeptide umfassen. 

35 

2) Rekombinante Expression von hTRT und anderen Trtproteinen 

Die vorliegende Erfindung stellt Verfahren, Reagenzien, Vektoren und Zellen bereit, die zur Expressi- 
on von hTRT-Polypeptiden und Nucleinsauren von Nutzen sind, wobei in vitro (zellfrei), ex vivo oder in 

40 vivo (auf Zellen oder Organismen basierende) rekombinante Expressionssysteme verwendet werden. In 
einer Ausfuhrungsform umfasst die Expression des hTRT-Proteins oder eines Fragments davon die In- 
sertion der codierenden Sequenz in einen geeigneten Expressionsvektor (d.h. ein Vektor, der die erfor- 
derlichen Elemente fur die Transkription und Translation der inserierten codierenden Sequenz enthalt). 
Somit betrifft ein Aspekt der Erfindung die Bereitsteliung eines Polynucleotids, das in der Sequenz im 

45 wesentlichen identisch ist zu einer ein hTRT-Gen codierenden Sequenz von mindestens 25 Nucleotiden 
und vorzugsweise fur viele Anwendungsmdglichkeiten 50 bis 100 Nucleotiden oder mehr der erfindungs- 
gemassen hTRT-cDNAs oder Gene, das zur Bildung einer Transkriptionseinheit, die ein hTRT-Polypep- 
tid exprimieren kann, mit einem Promotor funktionell verknupft ist. Zur Konstruktion der Expressionsvek- 
toren, die eine durch die vorliegende Erfindung bereitgestellte hTRTSequenz und geeignete Transkripti- 

50 onskontrollen oder Translationskontrollen enthalten, konnen dem Fachmann gut bekannte Verfahren 
angewandt werden (siehe beispielsweise Sambrook et al., a.a.O., Ausubei et al., a.a.o. und die vorlie- 
gende Beschreibung). 

Zu den erfindungsgemassen hTRT-Polypeptiden zahlen Fusionsproteine, die hTRT-Polypeptide oder 
Fragmente des hTRTProteins enthalten. Die Fusionsproteine werden typiscnerweise rekombinant herge- 

55 stellt, sie konnen jedoch auch chemisch synthetisiert werden. Fusionsproteine konnen zur Erzielung ei- 
ner erhohten Expression der hTRT-Polypeptidkonstrukte von Nutzen sein oder zur Herstellung von 
hTRT-Polypeptiden mit anderen gewunschten Eigenschaften beispielsweise eine Markierung umfassen 
(z.B. eine enzymatische Reportergruppe), eine bindende Gruppe oder ein Antikdrper-Epitop umfassen, 
Ein Beispiel fur ein Fusionsprotein, das hTRT und "enhanced green fluorescent protein** (EGFP)-Se- 

60 quenzen umfasst, ist nachstehend in Beispiel 15 beschrieben. Es ist fur den Fachmann offensichtlich, 
dass die in Beispiel 15 und an anderen Stellen hier diskutierten Verwendungen und Anwendungsmog- 
lichkeiten nicht auf die spezifischen Fusionsproteine beschrankt sind, sondern die Verwendungsmoglich- 
keiten fur die verschiedenen Fusionskonstrukte veranschaulichen sollen. 

Die erfindungsgemassen Fusionsproteinsysteme konnen auch zur Erleichterung der effizienten Her- 

65 stellung und Isolierung von hTRT-Proteinen oder Peptiden verwendet werden. Beispielsv/eise umfasst in 
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einigen Ausfuhrungsformen der Nicht-hTRT-Sequenzanteil des Fusionsproteins ein kurzes Peptid, das 
an ein immobilisiertes Molekul spezifisch gebunden werden kann, so dass das Fusionsprotein von nicht- 
gebundenen Bestandteilen (wie nicht verwandte Proteine in inem Zellysat) abgetrennt werden kann. 
Ein Beispie! dafur ist eine Peptidsequenz, die von einem spezifischen Antikorper gebunden wurde. Ein 
weiteres Beispiel ist ein Peptid, das Polyhistidin-Spuren umfasst, beispielsweise (His>6 Oder Histidin- 
Tryptophan-Sequenzen, die durch ein Harz gebunden werden konnen, das Nickeloder Kupferionen ent- 
halt (d,h. Metallchelat-Affinitatschromatographie). 2u weiteren Beispielen zahlen Protein A-Domanen 
oder Fragmente, die die Reinigung auf immobilisierten Immunglobulin erlauben, und die in dem 
««FLAGS»-Verlangerungs/-Arfinitats-Reinigungssystem verwendete Domane (Immunex Corp., Seattle 
WA). In einigen Ausfuhrungsformen enthalt das Fusionsprotein eine Spaltstelle, so dass die hTRT-Se- 
quenz oder eine andere TRT-Polypeptidsequenz von der Nicht-hTRT-Peptidsequenz oder Nicht-hTRT- 
Proteinsequenz leicht abgetrennt werden kann. In diesem Fall kann die Spaltung chemisch erfolgen 
(z.B. mit Bromcyan, 2-(2-Nitrophenylsulfonyl)-3-methyl-3'-bromindolen, Hydroxylamin oder niedriger pH- 
Wert) Oder enzymatisch (z.B. mit Faktor Xa, Enterokinase). Die Auswahl des. Fusions- und Spaltsystems 
kann teilweise von dem Anteil (d.h. der Sequenz) des zu exprimierenden hTRT-Polypeptids abhangen. 
Fusionsproteine sind allgemein beschrieben in Ausubel et al., a.a.O., Kapitel 16, Kroll et al., DNA Cell. 
Biol. 12 (1993), 441 und in dem Invitrogen-Katalog von 1997 (Invitrogen Inc., San Diego CA). Weitere 
Beispiele fur erfindungsgemasse Fusionsproteine mit Epitop-»tags» oder «tags» und Spaltstellen wer- 
den nachstehend in Beispiel 6 bereitgestellt. 

Es ist fur den Fachmann offensichtlich, dass sich die in diesem Abschnitt diskutierten Expressionssy- 
steme zwar auf die Expression von hTRT-Polypeptiden konzentrieren, jedoch die gleichen oder ahnliche 
Zellen, Vektoren und Verfahren zur Expression von erfindungsgemassen hTRT-Polypeptiden verwendet 
werden konnen, dazu gehoren auch «sense»- und <«antisense»-Polynucleotide, wobei die Herstellung 
von hTRT-Polypeptiden nicht notwendigerweise erwunscht ist. Typischerweise erfordert die Expression 
eines Polypeptids ein geeignetes Initiationscodon (z.B. Methionin), einen offenen Leserahmen und 
Translationsregulationssignale (z.B. eine Ribosomenbindungsstelle, ein Terminationscodon), die fehlen 
konnen, wenn die Translation einer Nucleinsauresequenz zur Herstellung eines Proteins nicht erwunscht 
ist. 

Die Expression von hTRT-Polypeptiden und Polynucleotiden kann durchgefuhrt werden, urn die Vor- 
teile zu nutzen, die mit den der vorliegenden Erfindung bereitgestellten Vorteilen einhergehen. Ein Bei- 
spiel eines solchen Vorteils ist die Expression von hTRT-Polypeptiden, die im Anschluss daran von der 
Zelle, in der sie exprimiert wurden, isoliert werden (z.B. zur Herstellung grosser Mengen von hTRT zur 
Verwendung als ein Vakzin). Ein zweites Beispiel fur einen solchen Vorteil ist die Expression von hTRT 
in einer Zelle zur Veranderung des Phanotyps der Zelle (wie bei Anwendungen in der Gentherapie). 
Nicht-Saugerzellen konnen fur die Expression von hTRT zur Reinigung verwendet werden, wahrend eu- 
karyotische Zellen, insbesondere Saugerzellen (z.B. menschliche Zellen) nicht nur fur die Isolation und 
Reinigung von hTRT verwendet werden konnen, sondern auch zur Expression von hTRT, wenn eine 
Veranderung im Phanotyp in einer Zelle erwunscht ist (z.B. urn eine Anderung in der Fahigkeit zur Pro- 
liferation z.B. bei Anwendungen in der Gentherapie zu erreichen). hTRT-Polypeptide mit einer oder 
mehreren Telomerase-Aktivitaten (z.B. der katalytischen Aktivitat von Telomerase) konnen beispielswei- 
se, allerdings ohne Beschrankung darauf, in einer Wirtszelle exprimiert werden, urn so die Fahigkeit ei- 
ner Zelle zur Proliferation zu erhdhen (z.B. urn eine Zelle zu immortalisieren). Im Gegensatz dazu kon- 
nen hTRT-«antisense»-Polynucleotide oder hemmende Polypeptide typischerweise zur Herabsetzung 
der Fahigkeit einer Zelle zur Proliferation exprimiert werden (z.B. bei einer Telomerase-positiven mali- 
gnen Tumorzelle). Zahlreiche spezifische Anwendungsmoglichkeiten werden hier beschrieben, beispiels- 
weise bei der nachstehenden Diskussion der Verwendungen der erfindungsgemassen Reagenzien und 
Verfahren fur therapeutische Anwendungen. 

Zu den Beispielen von nutzlichen erfindungsgemassen Expressionssystemen (Zellen, regulatorische 
Elemente, Vektoren und Expression) gehoren eine Reihe von zell-freien Systemen, wie beispielsweise 
ein Retikulocytenlysat und Weizenkeim-Systeme, die hTRT-Polynucleotide gemass allgemeiner, auf dem 
Fachgebiet gut bekannter Verfahren verwenden (siehe beispielsweise Ausubel et al., a.a.O., Kapitel 10). 
In alternativen Ausfuhrungsformen stellt die Erfindung Reagenzien und Verfahren zur Expression von 
hTRT in prokaryotischen oder eukaryotischen Zellen bereit. Die vorliegende Erfindung stellt somit 
Nucleinsauren bereit, die hTRT-Polynucleotide codieren, Proteine, Protein-Untersequenzen oder Fusi- 
onsproteine, die in Bakterien, Pilzen, Pflanzen, Insekten und Tieren, einschliesslich Menschen, auf dem 
Fachgebiet bekannten Zellexpressionssystemen einschliesslich isolierter Zellen, Zellinien, Zellkulturen, 
Geweben und ganzen Organismen exprimiert werden konnen. Es ist fur den Fachmann offensichtlich, 
dass die in eine Wirtszelle oder ein zellfreies Expressionssystem eingefuhrten hTRT-Polynucleotide ubli- 
cherweise mit einer geeigneten Expressionskontrollsequenz fur jeden Wirt oder jedes zellfreie System 
funktionell verknupft sind. 

Zu den nutzlichen bakteriellen Expressionssystemen gehoren E. coli, Bacilli (wie beispielsweise Bacil- 
lus subtilis), andere Enterobacteriaceae (wi Salmonella, Serratia und zahlreiche Pseudomonasarten) 
oder andere bakterielle Wirte (z.B. Streptococcus cremoris, Streptococcus lactis, Streptococcus thermo- 
philus, Leuconostoc citrovorum, Leuconostoc mesenteroides», Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 
lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium br ve und Bifidobacterium longum). Zu den in Prokaryo- 
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ten nutzlich n hTRT-Expressionskonstrukten gehoren rekombinante Bakteriophagen, Plasmid- Oder Cos- 
mid-DNA-Expressionsvektoren Oder ahnliche und diese beinhalten typischerweise Promotorsequenzen, 
Zu den Beispiel n fur Promotoren z§hlen induzierbare Promotoren, wie der lac-Promotor, der Hybrid- 
lacZ-Promotor des «Bluescript7»-Phagemids (Stratagene, La Jolla CA) oder pSportl (Gibco BRL); Pro- 
5 motorsysteme vom Phagen lambda; ein Tryptophan (trp)-Promotorsyst m; ptrp-lac-Hybride etc. Die bak- 
teriellen Expressionskonstrukte enthalten gegebenenfalls eine Ribosomenbindungsstelle und regulatori- 
sch Signalsequenzen fur die Termination der Transkription. Zu den veranschaulichenden Beispielen 
von spezifischen Vektoren, die fur die Expression von Nutzen sind, zahlen pTrcHis2 (Invitrogen, San 
Diego CA) , pThioHis A, B & C und zahlreiche andere auf dem Fachgebiet bekannte Vektoren oder sol- 

10 che, die entwickelt werden konnen (siehe beispielsweise Ausubel, a.a.O.). Zu den fur Bakterien nutzli- 
chen Vektoren gehoren solche, die die Herstellung von hTRT-Fusionsproteinen erleichtern. Zu den fur 
die Expression von Fusionsproteinen in bakteriellen Zellen mit hohem Niveau nutzlichen Vektoren zah- 
len, allerdings ohne Beschrankung darauf, die multifunktionalen Clonierungs- und Expressionsvektoren 
fur E. coli, beispielsweise der vorstehend erwahnte Bluescript7 (Stratagene), bei dem die ein hTRT-Pro- 

15 tein, ein hTRT-Fusionsprotein oder ein hTRT-Fragment codierende Sequenz im Leserahmen mit Se- 
quenzen fur das aminoterminale Met und die sich daran anschliessenden 7 Reste der p-Galactosidase 
in den Vektor ligiert werden kann, so dass ein Hybridprotein hergestellt wird (z.B. pIN-Vektoren; van 
Heeke und Schuster, J. Biol. Chem. 264 (1989), 5503). Vektoren, wie beispielsweise pGEX-Vektoren 
(z.B. pGEX-2TK; Pharmacia Biotech) konnen auch zur Expression von Fremdpolypeptiden wie einem 

20 hTRT-Protein als Fusionsproteine mit Glutathion-S-Transferase (GST) verwendet werden. Solche Fusi- 
onsproteine konnen von lysierten Zellen durch Adsorption an Glutathion-Agarose-Kiigelchen und an- 
schliessender Elution in Gegenwart von freiem Glutathion gereinigt werden. In solchen Systemen herge- 
stelite Proteine enthalten oft Protease-Spaltstellen fur Enterokinase, Thrombin oder Faktor Xa, so dass 
das erwunschte clonierte Polypeptid von der GST-Einheit, falls erwunscht, freigesetzt werden kann, was 

25 bei der Reinigung oder anderen Anwendungsmoglichkeiten von Nutzen ist. Weitere Beispiele sind Fusi- 
onsproteine, die hTRT und das Maltose-bindende Protein von E. coli (MBP) oder Thioredoxin von E. 
coli umfassen: Veranschaulichende Beispiele von in bakteriellen Zellen nutzlichen hTRT-Expressions- 
konstrukten werden in dem nachstehenden Beispiel 6 bereitgestellt. 
Die vorliegende Erfindung stellt ferner hTRT-Polypeptide zur Verfugung, die in Pilzsystemen wie bei- 

30 spielsweise Dictyostelium und vorzugsweise Hefe wie beispielsweise Saccharomyces cerevisiae, Pichia 
pastoris, Torulopsi holmil, Saccharomyces fragilis, Saccharomyces lactis, Hansenuia polymorpha und 
Candida pseudotropicalis exprimiert wurden. Fur die Expression von hTRT in Hefe stehen eine Reihe 
von geeigneten Vektoren zur Verfugung, zu denen Plasmid- und YACs-Vektoren gehoren (YACs = 
kunstliche Hefechromosomen). Die Vektoren enthalten typischerweise Expressionskontrollsequenzen, 

35 wie z.B. konstitutive oder induzierbare Promotoren (z.B. den a-Faktor, Alkoholoxidase, PGH und 
3-PhosphogIyceratkinase oder andere glykolylische Enzyme), einen Replikationsursprung, Terminations- 
sequenzen etc., je nachdem, was erwunscht ist. Zu den zur Verwendung in Pichia geeigneten Vektoren 
gehoren pPICZ, His6/pPICZB, pPICZalpha, pPIC3.5K, pPIC9K, pA0815, pGAP2A, B & C, pGAP2alpha 
A, B und C (Invitrogen, San Diego, CA) und zahlreiche weitere auf dem Fachgebiet bekannte oder noch 

40 zu entwickelnde Vektoren. In einer Ausfuhrungsform wird der Vektor His6/pPICZB (Invitrogen, San Die- 
go, CA) zur Expression eines Hise-hTRT-Fusionsproteins in der Hefe Pichia pastoris verwendet. pYES2 
(Invitrogen, San Diego, CA) ist ein Beispiel fur einen in Saccharomyces nutzlichen Vektor. Veranschauli- 
chende Beispiele von in Hefe nutzlichen hTRT-Expressionskonstrukten werden in dem nachstehenden 
Beispiel 6 bereitgestellt. 

45 Die erfindungsgemassen hTRT-Polypeptide konnen auch in Pflanzenzellensystemen exprimiert wer- 
den, die mit Pflanzen- oder Pflanzenvirus-Expressionsvektoren (z.B. mit Blumenkohlmosaikvirus, CaMV; 
Tabakmosaikvirus, TMV) transfiziert oder mit bakteriellen Expressionsvektoren (Ti oder dem Plasmid 
pBR322) transformiert wurden. In Fallen, bei den Pflanzenvirus-Expressionsvektoren verwendet werden, 
kann die Expression einer hTRT-codierenden Sequenz durch eine Reihe von Promotoren gesteuert wer- 

50 den. Beispielsweise konnen virale Promotoren wie die 35S und 19S-Promotoren von CaMV (Brisson et 
al. Nature 310 (1984) 511-514) allein oder in Kombination mit der Omega Leader-Sequenz von TMV 
verwendet werden (Takamatsu et al., EMBO J. 6 (1987) 307-311). In einer altemativen Ausfuhrungs- 
form konnen Pflanzenpromotoren wie der Promotor von dem Gen fur die kleine Untereinhett von RU- 
BISCO (Coruzzi et al., EMBO J. 3 (1984) 1671 bis 1680 und Broglie et al., Science 224 (1984), 838- 

55 843) oder Hitzeschockpromotoren (Winter und Sinibaldi, Results Probl. Cell Differ. 17 (1991), 85) oder 
Promotoren von Genen fur Speicherproteine verwendet werden. Diese Konstrukte konnen durch direkte 
DNATransformation oder pathogen-vermittelte Transfektion in Pflanzenzellen eingefuhrt werden (zum 
weiteren Studium dieser Verfahren sei verwiesen auf Hobbs oder Murry (1992) in McGraw Hill Year- 
book of Science and Technology, McGraw Hill New York NY, S. 191-196 (1992), oder Weissbach und 

60 Weissbach (1988), Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, New York NY, S. 421-463). 

Ein weiteres, durch die vorliegende Erfindung bereitgestelltes Expressionssystem zur Expression ei- 
nes hTRT-Proteins ist ein Insektensystem. Bei einem bevorzugten System wird ein Baculovirus-Poly- 
hedrin-Promotor verwendet. In inem dieser Systeme wird der nucleare Polyhedrosis-Virus von Autogra- 
pha calif ornica (AcNPV) als Vektor zur Expression von Fremdgenen in Spodoptera frugiperda-Zellen 

65 oder in Trichoplusia-Larven verwendet. Die das gewunschte Gen codierende Sequenz kann in einen 
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nicht-essentiellen Bereich des Virus, beispielsweise das Polyhedringen, cloniert werden und unter die 
Kontrolle des Polyhedrinpromotors gestellt werden. Di rfolgreiche Insertion der Sequenz, die beispiels- 
weise das hTRT-Protein codiert, fuhrt zur Inaktivierung des Polyhedringens und es wird ein rekombinan- 
tes Virus hergestellt, dem das Hullprotein fehlt. Die rekombinanten Viren werden dann zur Infektion von 

5 S. frugiperda-Zellen Oder Trichoplusia-Larven verwendet, in denen dann die hTRT-Sequenz exprimiert 
wird (siehe bezuglich allgemeiner Verfahren Smith et al., J. Virol. 46 (1983), 584 und Engelhard et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. 91 (1994) 3224-7). Zu den fur die BaculovirusExpression nutzlichen Vektoren 
zahlen pBlueBacHis2 A, B & C; pBlueBac4.5; pMelBacB und zahlreiche andere auf dem Fachgebiet be- 
kannte Vektoren Oder noch zu entwickelnde Vektoren. Veranschaulichende Beispiele von hTRT-Expres- 

10 sions-Konstrukten, die in Insektenzellen von Nutzen sind, werden in dem nachstehenden Beispiel 6 be- 
reitgestellt. 

Die vorliegende Erfindung stellt auch Expressionssysteme in Saugern und Saugerzellen bereit. Wie 
bereits vorstehend angemerkt, konnen hTRT-Polynucleotide in Saugerzellen (z.B. menschlichen Zellen) 
fur die Herstellung von signifikanten Mengen von hTRT-Polypeptiden (z.B. zur Reinigung) oder zur Ver- 

15 anderung des Phanotyps einer Zielzelle (z.B. fur Zwecke der Gentherapie, Zellimmortilisation etc.) expri- 
miert werden. Im letzteren Fall kann das exprimierte hTRT-Polynucleotid ein Polypeptid mit einer kataly- 
tischen Aktivitat von Telomerase codieren oder auch nicht. Das heisst, es kann ein «sense»- Oder «anti- 
sense»-Polynucleotid, ein hemmendes oder stimulierendes Polypeptid, ein Polypeptid mit null, einer 
oder mehreren Telomerase-Aktivitaten exprimiert werden. weitere Kombinationen und Varianten sind fur 

20 den Fachmann nach Lesen dieser Beschreibung offensichtlich. 

Zu den fur die Expression der erfindungsgemassen Nucleinsauren geeigneten Gewebekultur-Sauger- 
zellen gehoren jede normale sterbliche, normale oder abnorme unsterbliche tierische oder menschliche ) 
Zelle. Dazu gehoren: die mit SV40 transformierte Affennierenlinie CV1 (COS-7, ATCC CRL 1651), die 
menschliche embrionale Nierenltnie (293) (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977), 59), die Babyham- 

25 sternierenzellen (BHK, ATCC CCL 10), CHO (ATCC CCL 61 und CRL 9618), Maus-Sertolizellen (TM4 t 
Mather, Biol. Reprod. 23 (1980) 243-251), AffennierenzeHen (CV1, ATCC CCL 70), Nierenzellen der 
Afrikanischen Grunen Meerkatze (VERO-76, ATCC CRL 1587), menschliche Cervix-Karzinomzellen (He- 
La, ATCC CCL 2), HundenierenzeNen (MDCK, ATCC CCL 34), Buffelrattenleberzellen (BRL 3A, 
ATCC CRL 1442), menschliche Lungenzellen (W138, ATCC CCL 75), menschliche Leberzellen 

30 (HEP G2, HB 8065), Maus-Brusttumor (MMT 060562, ATCC CCL 51) und TRI-Zellen (Mather et al., An- 
nals N.Y. Acad. Sci. 383 (1982), 44-46, MDCK (ATCC CCL 34 und CRL 6253), HEK 293 (ATCC CRL 
1573), WI-38 (ATCC CCL 75) (ATCC: American Type Culture Collection Rockville, MD)). Die Verwen- 
dung von Sauger-Gewebezellkuituren zur Expression von Polypeptiden wird allgemein in Winnacker, 
FROM GENES TO CLONES (VCH-Verlag, N.Y., N.Y., 1987) erlautert. 

35 Fur Saugerwirtszellen werden auf Viren basierende und nichtvirale Expressionssysteme bereitgestellt. 
Zu den nicht-viralen Vektoren und Systemen gehoren Plasmide, episomale Vektoren, typischerweise mit 
einer Expressionskassette fur Expression eines Proteins oder einer RNA, und menschliche kunstliche 
Chromosomen (siehe z.B. Harrington et al., Nat Genet 15 (1997), 345). Zu den fur die Expression von 
hTRT-Polynucleotiden und Polypeptiden in Saugerzellen (z.B. menschlichen Zellen) nutzlichen nicht-vi- 

40 ralen Vektoren gehoren pcDNA3.1/His, pEBVHts A, B & C (Invitrogen, San Diego CA), MPS V- Vektoren, 
andere in dem Invitrogen-Katalog von 1997 beschriebene Vektoren (Invitrogen Inc., San Diego CA), der 
aufgrund der Bezugnahme vollstandig zum Offenbarungsgehalt der vorliegenden Beschreibung zahlt, 
sowie bezuglich weiterer Proteine zahlreiche andere auf dem Fachgebiet bekannte Vektoren und Syste- 
me. Veranschaulichende Beispiele von in Saugerzellen nutzlichen hTRT-Expressionskonstrukten werden 

45 nachstehend in Beispiel 6 bereitgestellt. ) 
Zu den nutzlichen viralen Vektoren zahlen Vektoren, die auf Retroviren basieren, Adenoviren, adeno- 
assoziierte Viren, Herpesviren, auf SV40 basierende Vektoren, Papilloma Viren, HBP-Epstein Barr Virus, 
Vaccinia Virus-Vektoren und «Semliki Forest»-Virus (SFV). SFV und Vacciniavektoren werden allgemein 
in Ausubel et al., a.a.O., Kapitel 16 diskutiert. Diese Vektoren sind oft aus zwei Komponenten aufge- 

50 baut, einem modifizierten viralen Genom und einer dieses umgebenden Hull-Struktur (siehe allgemein 
Smith, Annu. Rev. Microbiol. 49 (1995), 807). Allerdings werden gelegentlich virale Vektoren in nackter 
Form oder umhullt mit Proteinen, die nicht zu viralen Proteinen zahlen, eingefuhrt. Die virale Nuclein- 
saure in einem Vektor kann jedoch auf vielfaltige Weise verandert werden, beispielsweise wenn dies fur 
die Gentherapie erwGnscht ist. Ziele dieser Veranderungen sind das Wachstum des Virus in Zielzellen 

55 zu verhindern und Beibehaltung seiner Fahigkeit in Vektorform in veriugbaren Pack- oder Helferzellen 
zu wachsen, um Raum innerhalb des viralen Genoms zur Insertion von exogenen DNA-Sequenzen be- 
reitzustellen und um neue Sequenzen einzufugen, die das gewunschte Gen codieren und eine geeigne- 
te Expression ermoglichen. Somit umfassen Vektor-Nucleinsauren im allgemeinen zwei Bestandteile: es- 
sehtielle in cis wirkende Viralsequenzen zur Replikation und Verpackung in einer Helferlinie und die 

60 Transkriptionseinheit fur das exogene Gen. Andere virale Funktionen werden in einer spezifischen Ver- 
packungs- oder Helfer-Zellinie in trans exprimiert. Adenovirus-Vektoren (z.B. zur Verwendung in der 
Gentherapie bei Menschen) sind beispielsweise in Rosenfeld et al., Cell 68 (1992), 143 und in den 
PCT-Veroffentlichungen Wo 94/12 650; 94/12 649 und 94/12 629 beschrieben. In Fallen, in denen als 
Expressionsvektor ein Adenovirus verwendet wird, kann ine hTRT codierende Sequenz in einen Ade- 

65 novirus-Transkriptions/Translations-Komplex ligiert werden, der aus dem spaten Promotor und der drei- 
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teiiigen Leadersequ nz besteht. Die Ins rtion in einen nicht-essentiellen E1- oder E3-Bereich des vira- 
len Genoms ergibt in lebensfahiges Virus, das in infizierten Wirtszellen exprimieren kann (Logan und 
Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. 81 (1984), 3655). Replikations-defiziente retroviral Vektoren, die eine 
therapeutische Polynucleotidsequenz a!s Teil des retroviralen Genoms enthalt n, werden beispielsweise 

5 beschrieben in Miller et al. f Mol. Cell. Biol. 10 (1990) 4239; Kolberg, J. NIH Res. 4 (1992), 43 und Cor- 
nette et al., Hum. Gene Ther. 2 (1991), 215. 

In Sauger-Zellsystemen sind oft Promotoren von Saugergenen oder Saugerviren geeignet. Geeignete 
Promotoren konnen konstitutiv sein, Zelltyp-spezifisch, Stadium-spezifisch und/oder modulierbar oder re- 
gulierbar (z.B. durch Hormone, wie beispielsweise Glucocorticoide). Zu nutzlichen Promotoren zahlen, 

10 jedoch ohne Beschrankung darauf, der Metallothionein-Promotor, der konstitutive «Major late»>-Promotor 
von Adenovirus, der Dexamethason-induzierbare MMTV, der SV40-Promotor, der MRP pollll-Promotor, 
der konstitutive MPSV-Promotor, der Tetracyclin-induzierbare CMV-Promotor (wie beispielsweise der 
menschliche «immediate-early» CMV-Promotor), der konstitutive CMV-Promotor und auf dem Fachge- 
biet bekannte Promotor-Enhancer-Kombinationen. 

15 Fur eine effiziente Expression eines hTRT-Polynucleotids und/oder die Translation einer hTRT-Protei- 
ne codierenden Sequenz konnen auch weitere regulatorische Elemente erforderlich oder erwunscht 
sein. Fur die Translation beinhalten diese Elemente typischerweise ein ATG-lnitiationscodon und eine 
benachbarte Ribosomen-Bindungsstelle oder andere Sequenzen. Fur das hTRT-Protein codierende Se- 
quenzen sind, falls dessen Initiationscodon und stromaufwarts gelegene Promotorsequenzen in einen 

20 Expressionsvektor inseriert sind, keine zusatzlichen Translationssignale oder andere Kontrollsignale er- 
forderlich. In Fallen jedoch, in denen nur eine codierende Sequenz oder ein Teil davon inseriert ist, 
mussen oft exogene Transkriptions- und/oder Translations-Kontrollsignale (z.B. der Promotor, die Ribo- 
somenbindungsstelle und das ATG-lnitiationscodon) bereitgestellt werden. Daruber hinaus muss das In- 
itiationscodon typischerweise im korrekten Leserahmen vorliegen, urn die Translation des gewunschten 

25 Proteins zu gewahrleisten. Exogene Transkriptionselemente und Initiationscodons konnen von zahlrei- 
chen Quellen, sowohl naturlichen als auch synthetischen, stammen. Zusatzlich kann die Effizienz der 
Expression durch die Einfugung von fur das verwendete Zellsystem geeigneten Enhancern verstarkt 
werden (Scharf et al. t Results Probl. Cell Differ. 20 (1994), 125 und Bittner et al., Meth. Enzymol. 153 
(1987), 516). Beispielsweise kann zur Steigerung der Expression in Sauger-Wirtszellen der SV40-En- 

30 hancer oder der CMV-Enhancer verwendet werden. 

Die Expression von hTRT-Genprodukten kann auch durch Aktivierung eines hTRT-Promotors oder 
Enhancers in einer Zelle, wie beispielsweise einer menschlichen Zelle, z.B. einer Telomerase-negativen 
Zellinie, bewirkt (erhoht) werden. Die Aktivierung kann durch eine Reihe von unterschiedlichen Mass- 
nahmen erreicht werden. Dazu zahlen die Verabreichung eines einen exogenen Promotor aktivierenden 

35 Agens oder die Hemmung eines zellularen Bestandteils, der die Expression des hTRT-Gens unter- 
druckt. Naturtich wird umgekehrt die Hemmung der Promotorfunktion, so wie dies nachstehend be- 
schrieben ist, die hTRT-Genexpression herabsetzen. 

Die Erfindung stellt die induzierbare und reprimierbare Expression von hTRT-Polypeptiden unter Ver- 
wendung solcher Systeme wie des Ecdyson-induzierbaren Expressionssystems (Invitrogen) und die 

40 «Tet-On and Tet-off» Tetracyclin-regulierten Systeme von Clontech bereit. Bei dem durch Ecdyson indu- 
zierbaren Expressionssystem wird ein Analogon des Steroidhormons Ecdyson, Muristeron A zur Aktivie- 
rung der Expression eines rekombinanten Proteins uber einen heterodimaren nuclearen Rezeptor ver- 
wendet (No et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93 (1996), 3346). In einer Ausfuhrungsform wird hTRT in 
den pIND-Vektor (Clontech) cloniert, der funf modifizierte Ecdyson-Reaktionselemente (E/GREs) strom- 

45 aufwarts eines minimalen Hitzeschockpromotors und der Mehrfachclonierungsstelle enthalt. Dieses Kon- 
strukt wird dann in den Ecdyson-Rezeptor stabil exprimierenden Zellinien transfiziert. Nach der Trans- 
fektion werden die Zellen zur Induktion der intrazellularen Expression von pIND mit Muristeron A behan- 
delt. In einer anderen Ausfuhrungsform wird das hTRT-Polypeptid unter Verwendung der «Tet-on and 
Tet-off>»-Expressionssysteme (Clontech) neben den beschriebenen regulierten Hochniveau-Genexpressi- 

50 onssystemen exprimiert (Gossen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), 5547 und Gossen et al., 
Science 268 (1995), 1766). 

Die erfindungsgemassen hTRT-Vektoren konnen in eine Zelle, ein Gewebe, Organ, einen Patienten 
oder ein Tier durch eine Reihe von Verfahren eingefuhrt werden. Die erfindungsgemassen Nucleinsau- 
reexpressionsvektoren (typischerweise dsDNA) konnen in die gewahlte Wirtszelle durch allgemein be- 

55 kannte Verfahren wie die Calciumchlorid-Transformation (fur bakterielle Systeme), Elektroporation, Calci- 
umphosphat-Behandlung, Liposomen-vermittelte Transformation, Injektion und Mikroinjektion, ballistische 
Verfahren, Virosomen, Immunoliposomen, Polykation:Nucleinsaure-Konjugate, nackte DNA, kunstliche 
Virione, Fusion an das Herpesvirus-Strukturprotein VP22 (Elliot und O'Hare, Cell 88, 223) durch Agens- 
verstarkte Aufnahme von DNA und ex-vivo-Transduktion transferiert werden. Nutzliche Liposomen-ver- 

60 mittelte DNA-Transferverfahren sind in den US-Patenten Nr. 5 049 386 ( 4 946 787 und 4 897 355, in 
den PCT-Veroffentlichungen WO 91/17 424 und WO 91/16 024 beschrieben sowie in Wang und Huang, 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 147 (1987), 980; Wang und Huang, Biochemistry 28 (1989), 9508; 
Litzinger und Huang, Biochem. Biophys. Acta 1113 (1992), 201; Gao und Huang, Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 179 (1991), 280. Immunliposomen als Trager fur exogene Polynucleotide wurden eben- 

65 falls beschrieben (Wang und Huang, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 7851 und Trubetskoy et al., 



37 



CH 689 672 A9 



Biochem. Biophys. Acta 1131 (1992), 311). Diese durften im V rgleich zu Liposomen eine verbesserte 
Zelltyp-Spezifitat aufgrund des Einschlusses von spezifischen Antikorpern, die vermutlich an Oberfla- 
chenantigene auf spezifischen Zelltypen binden, verbesserte Zelltypenspezifitat aufweisen. Behr et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989), 6982, berichten uber die Verwendung von Lipopolyamin als ein 

5 Reagenz zur Vermittlung der Transfektion selbst» wob i es nicht notig ist, zur Bildung von Liposomen 
irgendein zusatzliches Phospholipid zuzugeben. Geeignete Einfuhrungsverfahren konnen vom Fach- 
mann im Hinblick auf geeignete Praktiken und Erfordernisse bezuglich der Regulation (z.B. zur Genthe- 
rapie oder zur Herstellung von Zellinien zur Expression von rekombinanten Proteinen) ausgewahlt wer- 
den. Naturlich konnen die oben aufgezahlten Einfuhrungsverfahren auch zum Transfer von Nucleinsau- 

10 ren in Zellen fur die Gentherapie, den Transfer in Gewebekulturzelien etc. verwendet werden. 

Fur die langfristige Herstellung von rekombinanten Proteinen mit hoher Ausbeute ist oft eine stabile 
Expression erwunscht. Beispielsweise konnen hTRT stabil exprimierende Zellinien unter Verwendung 
der erfindungsgemassen Expressionsvektoren hergestellt werden, die virale Replikationsursprunge oder 
endogene Expressionselemente und ein selektierbares Markergen enthalten. Nach der Einschleusung 

15 des Vektors kann man die Zellen 1 bis 2 Tage in angereicherten Medien wachsen lassen, bevor man 
zu Selektivmedien wechselt. Der selektierbare Marker dient dazu, zur Selektion eine Resistenz zu ver- 
leihen. Seine Gegenwart erlaubt das Wachstum von Zellen, die die eingeschleusten Sequenzen in Se- 
lektivmedien erfolgreich exprimieren. Resistente und stabil transfizierte Zellen konnen unter Verwendung 
von fur den entsprechenden Zelltyp geeigneten Gewebekulturverfahren vermehrt werden. Ein Amplifika- 

20 tionsschritt kann eingefugt werden, beispielsweise durch Verabreichung von Methyltrexat an mit einem 
DHFR-Gen transfizierten Zellen gemass auf dem Fachgebiet allgemein bekannter Verfahren. 

Zusatzlich kann ein Wirtszellstamm gewahlt werden hinsichtlich seiner Fahigkeit, die Expression der 
inserierten Sequenzen zu modulieren oder das exprimierte Protein auf die gewunschte Weise zu pro- 
zessieren. Zu solchen Modifikationen des Polypeptids zahlen, allerdings ohne Beschrankung darauf, 

25 Acetylierung, Carboxylierung, Phosphorylierung, Lipidierung und Acylierung. Die post-translationale Pro- 
zessierung kann auch fur die korrekte Insertion, Faltung und/oder Funktion wichtig sein. Die verschiede- 
nen Wirtszellen verfugen uber eine zellulare Maschinerie und charakteristische Mechanismen fur solche 
post-translationale Aktivitaten, die fur jede Zelle spezifisch sind. Somit kann eine bestimmte Zelle zur 
Gewahrleistung der korrekten Modifikation und Prozessierung des eingeschleusten Fremdproteins ge- 

30 wahlt werden. 

Die vorliegende Erfindung stellt auch transgene Tiere (d.h. Sauger, die bezuglich einer menschlichen 
oder anderen TRT-Gensequenz transgen sind), bereit, die ein hTRT- oder ein anderes TRT-Polynucleo- 
tid oder Polypeptid exprimieren. In einer Ausfuhrungsform wird hTRT in der Milch eines transgenen 
Saugers, wie beispielsweise eines transgenen Rinds, einer Ziege oder eines Kaninchens, sezerniert. 
35 Verfahren zur Herstellung solcher Tiere konnen beispielsweise in Heyneker et al., PCT WO 91/08 216 
gefunden werden. 

Die erfindungsgemassen hTRT-Proteine und Komplexe, zu denen die durch die vorstehend beschrie- 
benen Expressionssysteme hergestellten zahlen, konnnen unter Verwendung einer Reihe von allgemei- 
nen, auf dem Fachgebiet bekannten Verfahren in Ubereinstimmung mit den durch die vorliegende Erfin- 

40 dung bereitgestellten spezifischen Verfahren (wie beispielsweise nachstehend beschrieben) gereinigt 
werden. Es ist fur den Fachmann offensichtlich, dass nach chemischer Synthese, biologischer Expressi- 
on oder Reinigung das hTRT-Protein eine Konformation besitzen kann, die sich von der nativen Konfor- 
mation von naturlich vorkommender Telomerase unterscheidet. In einigen Fallen mag es hilfreich oder 
sogar notig sein, das Polypeptid zu denaturieren (was beispielsweise die Reduktion von Disulfid- oder 

45 anderen Bindungen beinhalten kann) und danach das Polypeptid zu einer Ruckfaltung in die bevorzugte 
Konformation zu bringen. Eine korrekte Ruckfaltung kann auch die Gegenwart von hTR (oder hTR-Frag- 
menten) erforderlich machen. Verfahren zur Reduktion und Denaturierung von Proteinen und zur Induk- 
tion der Ruckfaltung sind dem Fachmann bekannt (siehe beispielsweise Debinski et al. J. Biol. Chem. 
268 (1993), 14065; Kreitman und Pastan, Bioconjug. Chem. 4 (1993), 581; und Buchner et al. Anal Bio- 

50 chem. 205 (1992), 263 und McCaman et al., J. Biotech. 2 (1985), 177). (Siehe auch USSN 08/478 352, 
eingereicht am 7. Juni 1995, a.a.O.). 

D. Komplexe aus menschlicher TRT und menschlicher Telomeplase-RNA, Telomerase-assoziierten 
Proteinen und anderen Biomolekulen, die durch Coexpression und andere Mittel hergestellt werden 

55 

Erfindungsgemasse hTRT-Polypeptide konnen in vivo und in vitro mit anderen Biomolekulen assoziie- 
ren, wozu RNAs (z.B. hTR), Proteine (z.B. Te lorn e rase- assoziierte Proteine), DNA (z.B. Telomer-DNA, 
[T2AG3]n) und Nucleotide wie (Desoxy)ribonucleotid-triphosphate gehoren. Diese Assoziationen konnen 
dazu verwendet werden, urn die Anwesenheit oder Funktion von hTRT nachzuweisen, urn hTRT oder 

60 Telomerase-assoziierte Molekule zu identifizieren oder zu reinigen und urn die Struktur oder Funktion 
von hTRT oder Telomerase gemass den erfindungsgemassen Verfahren zu analysieren. 

In einer Ausfuhrungsform stellt die vorliegende Erfindung hTRT bereit, das mit einer Nucleinsaure, 
ublicherweise iner RNA einen Komplex bildet (z.B. damit assoziiert oder daran gebunden ist). In einer 
Ausfuhrungsform kann die gebundene RNA als eine Matrize fur eine Telomerase-vermittelte DNA-Syn- 

65 these fungieren. Zu den Beispielen fur RNAs, die mit dem hTRT-Polypeptid einen Komplex bilden kon-- 
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nen, zahlen eine naturlich vorkommende Wirtszell-Telomerase-RNA, eine menschliche Telomerase-RNA 
(z.B. hTR; US-Patent Nr. 5 583 016), eine hTR-Untersequenz Oder -Doman , eine synthetische RNA 
Oder andere RNAs. Der RNA-hTRT-Proteinkomplex (ein RNP) weist typischerweis ein Oder mehrere 
Telomerase-Aktivitaten auf, beispi Isw ise katalytische Aktivitaten von Telomerase. Dies hTRT-hTR- 

5 RNPs (oder andere hTRT-RNA-KompIexe) konnen mittels einer Reihe von Verfahren, wie sie nachste- 
hend zur Veranschaulichung beschrieben sind, hergestellt werden, dazu gehoren in vitro-Rekonstitution 
und Coexpression von hTRT und hTR (und einer anderen RNA) in vitro (d.h. in einem zeilfreien Sy- 
stem) in vivo oder ex vivo. 
Somit stellt die vorliegende Erfindung in einer Ausfuhrungsform einen hTRT-hTR-Komplex (oder einen 

10 anderen hTRT-RNAKomplex) bereit, der in vitro durch Mischen getrennt gereinigter Bestandteile gebil- 
det wurde («in vitro-Rekonstitution»; siehe beispielsweise US-Patent Nr 5 583 016 bezuglich einer Be- 
schreibung der Rekonstitution und USSN 08/478 352, eingereicht am 7. Juni 1995; siehe auch Autexier 
et al., EMBO J. 15; 5928). 

In einer alternativen Ausfuhrungsform stellt die Erfindung Telomerase-RNPs bereit, die duch Coex- 

15 pression des hTRT-Polypeptids und einer RNA (z.B. hTR) in vitro in einem zeilfreien Transkriptions/ 
Translations-System (z.B. Weizenkeimlysat oder Kaninchen-Reticulocytenlysat) hergestellt wurden. Wie 
in Beispiel 7 gezeigt, fuhrt die Coexpression eines rekombinanten hTRT-Polypeptids und von hTR in vi- 
tro zur Herstellung von katalytischer Aktivitat von Telomerase (gemessen durch einen TRAP-Assay). 
Die vorliegende Erfindung stellt daruber hinaus Telomerase-RNPs bereit, die durch Expression des 

20 hTRT-Polypeptids in einer Zelle, beispielsweise einer Saugerzelle, hergestellt werden, in der hTR natur- 
licherweise exprimiert wird, oder in die hTR (oder eine andere RNA, die mit dem hTRT-Protein einen 
Komplex bilden kann) eingefuhrt wird, oder durch Rekombination exprimiert wird. Somit wird in einer 
Ausfuhrungsform hTRT in einer Telomerase-negativen menschlichen Zelle, in der hTR vorhanden ist 
(z.B. BJ- oder IMP90-Zellen) exprimiert, was die Assemblierung beider Molekule zu einem RNP erlaubt. 

25 In einer weiteren Ausfuhrungsform wird hTRT in einer menschlichen oder nicht-menschlichen Zelle, in 
der hTR rekombinant exprimiert wird, exprimiert. Verfahren zur Expression von hTR in einer Zelle kon- 
nen in dem US-Patent 5,583,016 gefunden werden. Der Clon pGRN33, der eine die RNA-Komponente 
von Telomerase codierende cDNA enthalt, wurde ferner hinterlegt (ATCC 75926). Die RNA-Komponente 
von menschlicher Telomerase codierenden genomischen Sequenzen wurden als 15 kb SaulllAI bis 

30 Hindill-lnsertion des Clons 28-1 hinterlegt (ATCC 75925). Zur Expression in eukaryotischen Zellen wird 
die hTRT-Sequenz typischerweise mit einer Transkriptions-lnitiationssequenz (RNA-Polymerase-Bin- 
dungsstelle) und Transkriptions-Terminationssequenzen funktionell verknupft (siehe beispielsweise PCT- 
Veroffentlichung WO 96/01 835; Feng et al., Science 269 (1995), 1236). 

Die vorliegende Erfindung stellt daruber hinaus rekombinant hergestellte oder im wesentlichen gerei- 

35 nigte hTRT- Polypeptide bereit, die mit sogenannten "Telomerase-assoziierten Proteinen »> coexprimiert 
und/oder assoziiert sind. Somit stellt die vorliegende Erfindung hTRT bereit, das mit anderen Proteinen 
(z.B. Telomerase-assoziierten Proteinen) coexprimiert wird oder mit diesen einen Komplex bildet. Unter 
Telomerase-assoziierten Proteinen versteht man solche Proteine, die mit menschlicher Telomerase mit 
aufgereinigt werden und/oder eine Rolle bei der Modulation der Telomerasefunktion oder -Aktivitat spie- 

40 len konnen, beispielsweise dadurch, dass sie an der Assoziation von Telomerase mit Telomer-DNA be- 
teiligt sind. Zu den Beispielen fur Telomerase-assoziierte Proteine gehoren (jedoch ohne Beschrankung 
darauf) die folgenden Proteine und/oder ihre menschlichen Homologe: Nucleolin (siehe die parallele US- 
Patentanmeldung mit der Serien-Nr. 08/833 377 und Srivastava et al., FEBS Letts. 250 (1989), 99); 
EF2H (das Homolog zum Elongationsfaktor 2; siehe die parallele US-Patentanmeldung Nr. 08/833 377 

45 und Nomura et al., DNA Res. (Japan) 1 (1994), 27, GENBANK Zugangsnummer #D21163), TP1/TLP1 
(Harrington et al., Science 275 (1997), 973); Nakayama et al., Cell 88 (1997), 875; das menschliche 
Homolog zu Tetrahymena p95 (Collins et al., Cell 81 (1995) 677); TPC2 (ein die Telomerlange regulie- 
rendes Protein; ATCC-Zugangsnummer 97708 (siehe USSN 08/710 249 und 08/713 922, beide am 13. 
September 1996 eingereicht)), TPC3 (ebenfalls ein die Telomerlange regulierendes Protein; ATCC-Zu- 

50 gangsnummer 97707 (siehe USSN 08/710 249 und 08/713 922, beide eingereicht am 13. September 
1996)), DNA-bindendes Protein B (dbpB; Horwitz et al., J. Biol. Chem. 269 (1994), 14130) und der die 
Telomer-Wiederholungseinheit bindende Faktor (TRF 1 & 2; Chang et al., Science 270 (1995), 1663; 
Chong et al., Hum. Mol. Genet. 6 (1997), 69; EST1, 3 und 4 (Lendvay et al., Genetics 144 (1996), 
1399; Nugent et al., Science 274 (1996), 249 und Lundblad et al., Cell 57 (1989), 633) und der «End- 

55 capping»-Faktor (Cardenas et al., Genes Dev. 7 (1993), 883). 

Telomerase-assoziierte Proteine konnen auf der Basis der Mitaufreinigung mit oder der Bindung an 
hTRT-Protein oder das hTRT-hTR-RNP identifziert werden. In einer alternativen Ausfuhrungsform kon- 
nen sie auf der Basis der Bindung an ein hTRT-Fusionsprotein, beispielsweise ein GST-hTRT-Fusions- 
protein etc. identifiziert werden, wie dies durch Affinitatsreinigung erfolgen kann (siehe Ausubel et al., 

60 Kapitel 20). Ein besonders nutzliches Verfahren zur Bestimmung von Protein/Protein- 1 nteraktionen und 
zur Identifizierung von hTR-T-assoziierten Proteinen ist das «two hybrid screen»-Verfahren von Chien et 
al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 (1991), 9578; siehe auch Ausubel et al., a.a.O., Kapitel 20). Durch 
di ses Screenen konnen Protein/Protein-lnteraktionen in vivo durch Rekonstitution ines Transkriptions- 
aktivators, dem Hef -Ga14-Transkriptionsprotein identifiziert werden (siehe Fields und Song, Nature 340 

65 (1989), 245). Dieses Verfahren basiert auf den Eigenschaften des Hefe-Ga14-Proteins, das aus trenn- 
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baren Domanen best ht, die fur die DNA-Bindung und transkriptionelle Aktivierung verantwortlich sind. 
«Two hybrid»-Proteine codierende Polynucleotide, ublicherweise Expressionsvektoren, werden konstru- 
i rt. Ein Polynucleotid umfasst die Hefe-Ga14-DNA-bindende Domane, die an eine Polypeptidsequenz 
eines auf eine hTRT-lnteraktion zu test nden Proteins fusioniert ist (z.B. Nucleolin oder EF2H). In einer 

5 alternativen AusfOhrungsform ist die Hefe-Ga14-DNA-bindende Domane an cDNAs aus einer menschli- 
chen Zelle fusioniert, wodurch eine Bank von menschlichen Proteinen, die an die Ga14DNA-bindende 
Domane fusioniert sind, zum Screenen nach Telomerase-assoziierten Proteinen hergestellt wird. Die an- 
deren Polynucleotide umfassen die Ga14-Aktivierungsdomane, die an eine hTRT-Polypepttdsequenz fu- 
sioniert ist. Die Konstrukte werden in eine Hefewirtszelie eingefuhrt. Nach Expression kann die intermo- 

10 lekulare Bindung zwischen hTRT und dem Testprotein die Ga14-DNA-bindende Domane mit der Ga14- 
aktivierenden Domane rekonstituieren. Dies fuhrt zu der transkriptionellen Aktivierung eines Reporter- 
gens (z.B. lacZ, His3), das mit einer Ga14-Bindungsstelle funktionell verknupft ist. Durch Auswahlen 
oder Untersuchung konnen Reportergen-Zellkolonien identifiziert werden, die ein mit hTRT interagieren- 
des Protein oder ein Telomerase-assoziiertes Protein enthalten. Fur den Fachmann ist es offensichtlich, 

15 dass es zahlreiche Variationen des «2-hybrid-screen "-Systems gibt, beispielsweise das LexA-System 
(Bartel et al., in Cellular Interactions in Development: A Pratical Approach, Hartley (Herausg.), D.A. (Ox- 
ford Univ. Press (1993), S. 153-179)). 

Ein weiteres nutzliches Verfahren zum Identifizieren von Telomerase-assoziierten Proteinen ist ein 
«three-hybrid»-System (siehe beispielsweise Zhang et aL, Anal. Biochem. 242 (1996), 68 und Licitra et 

20 al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93 (1996), 12817). Die Telomerase-RNA-Komponente kann in diesem 
System mit der TRT oder dem hTRT-Protein und einem Testprotein verwendet werden. Ein weiteres 
nutzliches Verfahren zur Identifizierung von interagierenden Proteinen (d.h. von Proteinen, die heterodi- 
merisieren oder Heteromultimere hdherer Ordnung bilden) ist insbesondere das E.coli/BCCP «interaktive 
Screening»-System (siehe Germino et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993), 933 und Guarente, 

25 Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 90 (1993), 1639). 

Die vorliegende Erfindung stellt auch Komplexe aus Telomerbindenden Proteinen bereit (bei denen 
es sich urn Telomeraseassoziierte Proteine handeln kann oder nicht) und hTRT (die mit hTR, anderen 
RNAs oder einem oder mehreren Telomeraseassoziierten Proteinen komplexiert sein kann oder nicht). 
Zu den Beispielen von Telomer-bindenden Proteinen gehoren TRF1 und TRF2 (a.a.O.) rnpA1, rnpA2, 

30 RAP1 (Buchman et aL, Mol. Cell. Biol. 8 (1988), 210, Buchman et aL, Mot. Cell. Biol. 8 (1988), 5086), 
SIR3 und SIR4 (Aparicio et al., Cell 66 (1991), 1279), TEL1 (Greenwell et al., Cell 82 (1995), 823; Mor- 
row et al., Cell 82 (1995), 831); ATM (Savitsky et al., Science 268 (1995), 1749), «end-capping»-Faktor 
(Cardenas et aL, Genes Dev. 7 (1993), 883) und die entsprechenden menschlichen Homologe. Die vor- 
stehend erwahnten Komplexe konnen allgemein, so wie es vorstehend fur Komplexe aus hTRT und 

35 hTR oder Telomerase-assoziierten Proteinen beschrieben wurde, hergestellt werden, beispielsweise 
durch Vermischen oder Coexpression in vitro oder in vivo. 

V. Antikorper und andere bindende Agenzien 

40 Ein verwandter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft Antikorper, die mit hTRT spezifisch immun- 
reaktiv sind. Dazu gehoren polyclonal und monoclonale Antikorper, Antikorperfragmente, Antikorper mit 
einer einzelnen Kette, menschliche und chimare Antikorper, einschliesslich Antikorper oder Antikorper- 
Fragmente, die an Phagenhull- oder Zelloberflachenproteine fusioniert sind und weitere auf dem Fach- 
gebiet bekannte und hier beschriebene. Die erfindungsgemassen Antikorper konnen Polypeptide spezi- 

45 fisch erkennen und binden, die eine Aminosauresequenz aufweisen, die mit der Aminosauresequenz 
von SEQ. ID. Nr. 2 im wesentlichen identisch ist, oder ein immunogenes Fragment davon, oder ein Epi- 
top auf dem dadurch definierten Protein. Die erfindungsgemassen Antikorper konnen eine spezifische 
Bindungsaffinitat fur hTRT von mindestens etwa 10 7 , 10 8 , 10 9 oder 10 10 M _1 aufweisen. Sie konnen po- 
lyclonal oder monoclonal sein, rekombinant oder auf andere Weise hergestellt. Die Erfindung stellt auch 

50 anti-hTRT-Antikorper bereit, die ein Konformationsepitop vonh TRT erkennen (beispielsweise ein Epitop 
auf der Oberflache des hTRT-Proteins oder eines Telomerase-RNPs). Wahrscheinliche Konformations- 
epitope konnen, falls erwunscht, durch computergestutzte Analyse der hTRT-Proteinsequenz identifiziert 
werden, durch Vergleich mit der Konformation von verwandten reversen Transkriptasen, wie beispiels- 
weise der p66-Untereinheit von HIF-1 (siehe beispielsweise Fig. 3) oder empirisch. Anti-hTRT-Antikor- 

55 per, die Konformationsepitope erkennen, sind unter anderem bei dem Nachweis und der Reinigung von 
menschlicher Telomerase und bei der Diagnose und der Behandlung von menschlichen Erkrankungen 
von Nutzen. 

Fur die Herstellung von anti-hTRT-Antikorpern konnen Wirte wie beispielsweise Ziegen, Schafe, Ku- 
he, Meerschweinchen, Kaninchen, Ratten oder Mause durch Injektion mit einem hTRT-Protein oder ei- 

60 nem beliebigen Anteil, einem Fragment oder Oligopeptid davon, der immunogene Eigenschaften beibe- 
halten hat, immunisiert werden. Fur die Auswahl von hTRT-Polypeptiden zur Antikorperinduktion ist es 
nicht notig, dass diese biologische Aktivitat beibehalten wird, das Proteinfragment oder Oligopeptid 
muss jedoch immunogen und vorzugsweise antigen sein. Die Immunogenitat kann durch Injektion eines 
Polypeptids und in s Adjuvans in ein Tier (z.B. ein Kaninchen) und durch Untersuchung des Auftre- 

i\l i ns von Antikorpern, die gegen das injizierte Polypeptid gerichtet sind, nachgewiesen werden (siehe 
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beispielsw ise Harlow und Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New 
York (1988), b ispielsweis Kapitel 5, und dieses Dokument ist durch Bezugnahme in seiner Gesamt- 
heit und fur alle Zwecke Bestandteil dieser Beschreibung). Zur Induktion spezifischer Antikorper verwen- 
dete Peptide weisen typischerweise eine Aminosauresequenz auf, die aus mindestens funf Aminosau- 

5 ren besteht, vorzugsweise mindestens 8 Aminosaur n und mehr bevorzugt mindestens 10 Aminosau- 
ren. Ublicherweise nehmen sie die gesamte Aminosauresequenz des Proteins mit SEQ. ID. Nr. 2 Oder 
einen Teil davon auf, Oder besitzen eine dazu im wesentlichen identische Sequenz. Kurze Strecken der 
Aminosaure des hTRT-Proteins konnen mit denen anderer Proteine fusioniert werden, wie beispielswei- 
se das «Keyhole limpet»-Hemocyanin und einen anti-hTRT-Antikorper, der gegen das chimare Molekul 

10 hergestellt wurde. In Abhangigkeit von der verwendeten Wirtsart konnen verschiedene Adjuvantien zur 
Steigerung der Immunantwort verwendet werden. 

Das Antigen wird dem Immunsystem auf eine Weise prasentiert, die durch fur das Tier geeignete 
Verfahren ermittelt wurde. Diese sowie andere Parameter sind dem Immunologen im allgemeinen gut 
bekannt. Typischerweise werden die Injektionen in die Fussballen, intramuskular, intradermal, in die Pe- 

15 rilymphknoten oder intraperitoneal verabreicht. Die durch den Wirt hergestellten Immunglobuline konnen 
prazipitiert, isoliert und gemass Routineverfahren, zu denen Affinitatsreinigung zahlt, gereinigt werden. 

Veranschaulichende Beispiele von immunogenen hTRT-Peptiden werden in Beispiel 8 bereitgestellt.- 
Zusatzlich beschreibt Beispiel 8 die Herstellung und die Verwendung von polyclonalen anti-hTRT-Anti- 
korpern. 

20 

A) Monoclonale Antikorper 

Monoclonale Antikorper gegen hTRT-Proteine und Peptide konnen in Ubereinstimmung mit den erfin- 
dungsgemassen Verfahren unter Verwendung jedes Verfahrens, das fur die Herstellung von Antikdrper- 

25 molekulen durch kontinuierliche Zellinien in Kultur geeignet ist, hergestellt werden. Zu diesen Verfahren 
zahlen, jedoch ohne Beschrankung darauf, das ursprunglich beschriebene Hybridom-Verfahren von 
Koehler und Milstein (Nature 256 (1975), 495), das Hybridom-Verfahren mit menschlichen B-Zellen 
(Kosbor et at., Immunol. Today 4 (1983), 72 und Cote et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983), 
2026), und das EBV-Hybridom-Verfahren (Cole et al. Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan 

30 R. Liss Inc. New York NY, S. 77-96 (1985)). 

In einer Ausfuhrungsform werden geeignete Tiere ausgewahlt und das geeignete anzuwendende Im- 
munisierungsprotokoll. Die Herstellung von nicht-menschlichen monoclonalen Antikorpern, beispielsweise 
von der Maus, von Lagomorpha und vom Pferd ist allgemein bekannt und kann beispielsweise durch 
Immunisierung eines Tiers mit einer hTRT oder Fragmente davon enthaltenden Preparation erfolgen. In 

35 einem Verfahren wird nach einem geeigneten Zeitraum die Milz der Tiere herausgeschnitten und einzel- 
ne Milzzellen werden typischerweise mit immortalisierten Myelomzellen unter geeigneten Selektionsbe- 
dingungen fusioniert. Danach werden die Zellen clonal getrennt und die Uberstande von jedem Clon 
(z.B. Hybridom) bezuglich der Herstellung eines geeigneten Antikorpers, der fur den gewunschten Be- 
reich des Antigens spezifisch ist, getestet. Verfahren zur Herstellung von Antikorpern sind auf dem 

40 Fachgebiet allgemein bekannt. Siehe beispielsweise Goding et al., Monoclonal Antibodies: Principles 
and Practice (2. Ausgabe), Acad. Press, N.Y., und Harlow und Lane, a.a.O., wobei beide Veroffentli- 
chungen durch Bezugnahme in ihrer Gesamtheit und fur alle Zwecke als Bestandteil dieser Beschrei- 
bung anzusehen sind. Zu anderen geeigneten Verfahren zahlen die in vitro- Exposition von Lymphocyten 
gegenuber den antigenen Polypetiden oder, altemativ, eine Auswahl von Antikorperbanken in Phagen- 

45 vektoren oder ahnlichen Vektoren (siehe die nachstehende Beschreibung). 

B) Menschliche Antikorper 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Bereitstellung von menschlichen Antikorpern gegen ein 
50 hTRT-Polypeptid. Menschliche monoclonale Antikorper gegen ein bekanntes Antigen konnen auch unter 
Verwendung von transgenen Tieren hergestellt werden, die Elemente eines menschlichen Immunsy- 
stems besitzen (siehe beispielsweise USPatent Nr. 5 569 825 und 5 545 806, wobei beide Dokumente 
durch Bezugnahme in ihrer Gesamtheit und fur alle Zwecke als Bestandteil dieser Beschreibung anzu- 
sehen sind) oder unter Verwendung von menschlichen peripheren Blutzellen (Casali et al., Science 234 
55 (1986), 476). Einige menschliche Antikorper werden durch kompetitive Bindungsexperimente ausgewahlt 
oder so, dass sie dieselbe Epitop-Spezifitat aufweisen wie ein spezieller Mausantikdrper. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform konnen menschliche Antikorper gegen ein hTRT-Polypeptid durch 
Screenen einer DNA-Bank aus menschlichen B-Zellen gemass dem von Huse et al., Science 246 
(1989), 1275 beschriebenen allgemeinen Protokoll hergestellt werden. Dieses Dokument ist aufgrund 
60 der Bezugnahme ebenfalls als Teil der vorliegenden Beschreibung anzusehen. An das hTRT-Polypeptid 
bindende Antikorper werden ausgewahlt. Diese Antikorper (oder ein bindendes Fragment) codierenden 
Sequenzen werden dann cloniert und amplifiziert. Das von Huse beschriebene Protokoll wird oft mit der 
«phage-display»-Technologie verwendet. 

65 
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C. Humanisierte Oder chimare Antikorper 

Die Erfindung stellt auch anti-hTRT-Antikorper bereit, die als chimire, menschlichen Antikorper ah- 
nelnden oder humanisierte Antikorper hergestellt wurden, um so ihre potentielle Antigenitat jedoch nicht 

5 ihre Affinitat gegenuber dem Ziel herabzusetzen. Die Herstellung von chimaren und humanisierten Anti- 
korpern bzw. von den menschlichen Antikorpern ahnelnden Antikorpern wurde auf dem Fachgebiet be- 
schrieben (siehe beispielsweise US-Patent Nr. 5 585 089 und 5 530 101; Queen et al., Proc. Natl. 
Acad. ScL USA 86 (1989), 10029 und Verhoeyan et al., Science 239 (1988), 1534, wobei diese Doku- 
mente aufgrund der Bezugnahme in ihrer Gesamtheit und fur alle Zwecke als Gegenstand dieser Be- 

10 schreibung anzusehen sind). Humanisierte Immunglobuline weisen variable Grundgerustbereiche auf, 
die im wesentlichen von einem humanen Immunglobulin stammen (mit der Bezeichnung Akzeptor-lm- 
munglobulin) und die Komplementaritat der determinierenden Bereiche, die im wesentlichen von einem 
nicht-menschlichen Immunglobulin (z.B. von der Maus) stammen (mit der Bezeichnung Donor-lm- 
munglobulin). Die (Der) konstante(n) Bereich(e) stammt/stammen, falls vorhanden, auch im wesentli- 

15 chen von einem menschlichen Immunglobulin. 

Bei einigen Anwendungen, beispielsweise bei der Verabreichung an menschliche Patienten, bieten 
die erfindungsgemassen humanisierten (sowie die menschlichen) anti-hTRT-Antikorper eine Reihe von 
Vorteilen gegenuber Antikorpern von Mausen oder anderen Spezies: (1) das menschliche Immunsystem 
sollte das Grundgerust oder den konstanten Bereich des humanisierten Antikorpers nicht als fremd er- 

20 kennen und daher sollte die Antikorper-Antwort gegen einen solchen injizierten Antikorper geringer aus- 
fallen als gegen einen vollstandig fremden Maus-Antikorper oder einen partiell fremden chimaren Anti- 
korper; (2) da der Effektorbereich des humanisierten Antikorpers menschlich ist, durfte er mit anderen 
Teilen des menschlichen Immunsystems besser interagieren, und (3) injizierte humanisierte Antikorper 
weisen eine Halbwertszeit auf, die im wesentlichen zu der von naturlich vorkommenden menschlichen 

25 Antikorpern Equivalent ist, was es erlaubt, kleinere und weniger haufige Dosen im Vergleich zu Antikor- 
pern anderer Spezies zu verabreichen. 

D) «Phage Display" 

30 Die vorliegende Erfindung stellt auch anti-hTRT-Antikorper (oder bindende Zusammensetzung) bereit, 
die durch «phage display»-Verfahren hergestellt wurden (siehe beispielsweise Dower et a!.1 WO 91/17 
271 und McCafferty et al., WO 92/01 047 sowie Vaughan et al., Nature Biotechnology 14 (1996), 309, 
wobei diese Dokumente aufgrund der Bezugnahme in ihrer Gesamtheit und fur alle Zwecke als Be- 
standteil dieser Beschreibung anzusehen sind). Bei diesen Verfahren werden Phagenbanken hergestellt, 

35 in denen Mitglieder auf ihren ausseren Oberflachen unterschiedliche Antikorper prasentieren. Antikorper 
werden gewohnlich als Fv- oder Fab-Fragmente prasentiert. Phagen, die Antikorper mit einer gewunsch- 
ten Spezifitat prasentieren, werden durch Affinitatsanreicherung mit einem hTRT-Polypeptid ausgewahlt. 

Bei einer Variation des «phage-display»-Verfahrens konnen humanisierte Antikorper mit der Bin- 
dungsspezifitat eines ausgewahlten Maus-Antikorpers hergestellt werden. Bei diesem Verfahren wird der 

40 variable Bereich entweder der schweren oder der leichten Kette des ausgewahlten Maus-Antikorpers als 
Ausgangsmaterial verwendet. Wenn beispielsweise der variable Bereich einer leichten Kette als Aus- 
gangsmaterial ausgewahlt wird, wird eine Phagenbank hergestellt, in der Mitglieder den variablen Be- 
reich derselben leichten Kette (d.h. des Ausgangsmaterials von der Maus) und einen variablen Bereich 
einer unterschiedlichen schweren Kette prasentieren. Die variablen Bereiche der schweren Kette werden i 

45 von einer Bank mit menschlichen rearrangterten variablen Bereichen der schweren Kette erhalten. Ein 
Phage, der eine starke spezifische Bindung an das hTRT-Polypeptid zeigt (z.B. mindestens 10 8 und 
vorzugsweise mindestens 10 9 M~ 1 ) wird ausgewahlt. Der variable Bereich der menschlichen schweren 
Kette von diesem Phagen dient dann als Ausgangsmaterial fur die Herstellung einer weiteren Phagen- 
bank. In dieser Bank prasentiert jeder Phage denselben variablen Bereich der schweren Kette, d.h. den 

50 von der ersten Prasentationsbank identifizierte Bereich, und einen unterschiedlichen Bereich der leichten 
Kette. Die variablen Bereiche der leichten Kette werden von einer Bank aus menschlichen rearrangier- 
ten variablen Regionen der leichten Kette erhalten. Wieder wird ein Phage, der eine starke spezifische 
Bindung zeigt, ausgewahlt. Diese Phagen prasentieren die variablen Bereiche von vollstandig menschli- 
chen anti-hTRT-Antikorpern. Diese Antikorper weisen ublicherweise die gletche oder eine ahnliche 

55 Epitopspezifitat auf, wie das von der Maus stammende Ausgangsmaterial. 

E) Hybrid-Antikorper 

Die Erfindung stellt auch Hybrid-Antikorper bereit, die die Spezifitat mit Antikorpern gegen ein hTRT- 
60 Polypeptid gemeinsam haben, jedoch auch eine zweite Einheit spezifisch binden konnen. In diesen Hy- 
brid-Antikorpern stammt normalerweise ein Paar aus einer schweren und leichten Kette von einem anti- 
hTRT-Antikorper und das andere Paar von einem Antikorper, der gegen ein anderes Epitop oder Prote- 
in gerichtet ist. Dies fuhrt zu der Eigenschaft einer multifunktionellen Valenz, d.h. der Fahigkeit, minde- 
stens zwe' /erschiedene Epitope gleichzeitig binden zu konnen, wobei mindestens ein Epitop das Epi- 
65 top ist, ar das" der anti-Komplex-Antikorper bindet. Solche Hybride konnen durch Fusion der entspre- 
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chenden Bestandteilsantikorpern herstellenden Hybridome gebildet werden Oder durch Kombinationsver- 
fahren. 

Erfindungsgemasse Immunglobuline konnen auch mit funktionellen Bereichen von anderen Genen 
(z.B. Enzymen) zur Herstellung von Fusionsproteinen (z.B. Immuntoxinen) mit nutzlichen Eigenschaften 
5 fusioniert w rden. 

F) Anti-idiotypische Antikorper 

Auch anti-idiotypische Antikorper, die mittels der vorstehend beschriebenen Verfahren isoliert werden 
10 konnen sind von Nutzen. Anti-idiotypische Antikorper konnen beispielsweise durch Immunisierung eines 
Tiers mit dem primaren Antikorper (d.h. anti-hTRT-Antikorpern Oder hTRT-bindenden Fragmenten da- 
von) prapariert werden. Fur anti-hTRT-Antikorper werden anti-idiotypische Antikorper ausgewahlt, deren 
Bindung an den primaren Antikorper durch ein hTRT-Polypeptid Oder Fragmente davon gehemmt wird. 
Da sowohl der anti-idiotypische Antikorper als auch das hTRT-Polypeptid Oder Fragmente davon, das 
15 primare Immunglobulin binden, kann das anti-idiotypische Immunglobulin das "interne Bild» eines 
Epitops reprasentieren und somit in Assays das hTRT-Polypeptid ersetzen, oder es kann dazu verwen- 
det werden, anti-hTRT-Antikorper, beispielsweise in einem Patienten, zu binden (d.h. zu inaktivieren). 
Anti-idiotypische Antikorper konnen auch mit Telomeraseassoziierten Proteinen interagieren. Die Verab- 
reichung solcher Antikorper konnte eine Teiomerase-Funktion durch Austitrieren hTRT-assoziierter Pro- 
20 teine beeinflussen. 

G) Allgemeines 

Die erfindungsgemassen Antikorper konnen zu einem beliebigen Isotyp gehdren, beispielsweise IgM, 

25 IgD, IgG, IgA und IgE, wobei IgG, IgA und IgM oft bevorzugt sind. Humanisierte Antikorper konnen 
auch Sequenzen von mehr als einer Klasse oder eines Isotyps umfassen. 

In einer weiteren erfindungsgemassen Ausfuhrungsform werden Fragmente der intakten vorstehend 
beschriebenen Antikorper bereitgesteilt. Typischerweise konnen diese Fragmente mit dem intakten Anti- 
korper von dem sie abstammen, urn die spezifische Bindung an das hTRT-Polypeptid konkurrieren und 

30 sie binden mit einer Affinitat von 10 7 , 108, 109 m-\ oder 10« M'\ Zu den Antikorperfragmenten zahlen 
getrennte schwere Ketten, leichte Ketten, Fab, Fab'F(ab') 2 , Fabc und Fv. Fragmente konnen durch en- 
zymatische oder chemische Trennung von intakten Immunglobulinen hergestellt werden. Beispielsweise 
kann ein F(ab')2-Fragment aus einem IgG-Moleku! durch proteolytische Spaltung mit Pepsin bei einem 
pH-Wert von 3,0-3,5 mit Standardverfahren, wie sie beispielsweise in Harlow und Lane, a.a.O., be- 

35 schrieben sind, erhalten werden. Fab-Fragmente konnen aus F(ab')2-Fragmenten durch limitierte Reduk- 
tion aus einem ganzen Antikorper durch Spaltung mit Papain in Gegenwart von Reduktionsmitteln erhal- 
. ten werden (siehe allgemein Paul, W. (Herausg.) Fundamental Immunology 2nd Raven Press, N.Y., 
1989, Kapitel 7, wobei dieses Dokument durch Bezugnahme in seiner Gesamtheit und fur alle Zwecke 
als Bestandteil dieser Beschreibung angesehen werden kann). Fragmente konnen auch durch DNA-Re- 

40 kombinationsverfahren hergestellt werden. Nucleinsauresegmente, die ausgewahlte Fragmente codieren, 
werden durch Spaltung codierender Sequenzen vollstandiger Lange mit Restriktionsenzymen hergestellt 
oder durch de novo-Synthese. Oft werden Fragmente in Form eines Phagen-Fusionshullproteins expn- 

m 'v?ele der vorstehend beschriebenen Immunglobuline konnen unkritische Aminosauresubstitutionen, 

45 Additionen oder Deletionen sowohl in den variablen als auch in den konstanten Bereichen ohne Verlust 
von Bindungsspezifitat oder Effektorfunktionen oder nicht tolerierbare Herabsetzung der Bindungsaktivi- 
tat (d.h. unter etwa 10 7 M _1 ) durchlaufen. Ublicherweise zeigen Immunglobuline mit solchen Anderungen 
eine im wesentlichen identische Sequenz, verglichen mit einem Referenzimmunglobulin von dem sie ab- 
stammen. Ein mutiertes Immunglobulin kann ausgewahlt werden, das die gleiche Spezifitat und eine er- 

50 hohte Affinitat aufweist im Vergleich zu einem Referenzimmunglobulin, von dem es abstammt. Die 
«phage-disp!ay»-Technologie bietet nutzliche Verfahren zur Seiektion solcher Immunglobuline. Siehe 
beispielsweise Dower et al., WO 91/17 271, McCafferty et al M WO 92/01 047 und Huse, WO 92/06 204. 

Die erfindungsgemassen Antikorper konnen mit oder ohne Modifikation verwendet werden. Haufig 
werden die Antikorper durch entweder kovalente oder nicht-kovalente Anfugung einer nachweisbaren 

55 Markierung markiert. Als markierte Bindungseinheiten sind die erfindungsgemassen Antikorper bet dia- 
gnostischen Anwendungen von besonderem Nutzen. 

Die erfindungsgemassen anti-hTRT-Antikorper konnen unter Verwendung allgemein bekannter Verfah- 
ren gereinigt werden. Die vollstandigen Antikorper, ihre Dimere, individuellen leichten und schweren Ket- 
ten oder andere erfindungsgemassen Immunglobulinformen konnen unter Verwendung der erlindungs- 

60 gemassen Verfahren und Reagenzien in Obereinstimmung mit auf dem Fachgebiet ubhchen Standard- 
verfahren, zu denen Ammoniumsulfatprazipitation, Affinitatssaulen, Saulenchromatographie, Gelelektro- 
phorese etc. gehor n t gereinigt werden (siehe allgemein Scopes, Protein Purification: Pnncipiesand 
Practice, 3. Ausgabe (Spring r-Verlag, N.Y.; 1993). Bevorzugt sind im wesentlichen reme Immunglobuli- 
ne mit mindestens twa 90 bis 95% oder sogar 98 bis 99% oder daruber liegender Homogenitat. 

65 
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VI. Reinigung von menschlicher Telomerase 

Die vorliegende Erfindung stellt isolierte menschliche Telomerase mit bisher nicht erreichter Reinheit 
bereit. Insbesondere stellt die vorliegende Erfindung bereit: gereinigte hTRT rekombinanten Oder nicht- 

5 rekombinanten Ursprungs; gereinigte hTRT-hTR-Komplexe (d.h. RNPs), rekombinanten, nicht-rekombi- 
nanten oder gemischten Ursprungs, die gegebenenfalls ein Oder mehrere Telomeraseassoziierte Protei- 
ne umfassen; gereinigte naturlich vorkommende menschliche Telomerase; etc. Daruber hinaus stellt die 
Erfindung Verfahren und Reagenzien bereit, um die vorstehend beschriebenen Molekule und Komplexe 
einschiiesslich von Varianten, Fusionsproteinen, naturlich vorkommenden Proteinen etc. (die kollektiv als 

10 «hTRT und/oder hTRT-Komplexe» bezeichnet werden) in partiell gereinigter, im wesentlich gereinigter 
oder hochgereinigter Form gewinnen zu konnen. Bevor diese Erfindung gemacht wurde, wurden Versu- 
che unternommen, den Telomerase-Enzym-Komplex bis zur Homogenitat zu reinigen, jedoch mit be- 
grenztem Erfolg (siehe beispielsweise die parallele US-Patentanmeldung mit der Serien-Nr. 08/833 377, 
eingereicht am 4. April 1997 und 08/510 736, eingereicht am 4. August 1995 sowie die PCT-Anmeldung 

15 Nr. 97/06 012, eingereicht am 4. April 1997. Diese Dokumente sind aufgrund der Bezugnahme als Be- 
standteil dieser Beschreibung hinsichtlich nutzlicher Reinigungsverfahren anzusehen). Die in den vorste- 
hend aufge'uhrten Anmeldungen bereitgestellten Verfahren erlauben es, Telomerase bis etwa 
60 OOOfach oder hoher im Vergleich zu Zellrohextrakten zu reinigen. Die vorliegende Erfindung stellt 
hTRT und hTRT-Komplexe mit sogar noch hoherer Reinheit bereit, teilweise dank der neuen erfin- 

20 dungsgemassen Immunoaffinitatsreagenzien, (z.B. anti-hTRT-Antikorper) und/oder der hier fur die re- 
kombinante Expression von hTRT zur Verfugung gestellten Reagenzien, Zellen und Verfahren. Die re- 
kombinante Expression von hTRT und hTRT-Komplexen erieichtert die Reinigung, da die gewunschten \ 
Molekule in wesentlich hoherer Konzentration im Vergleich zu den meisten in der Natur vorkommenden 
exprimierenden Zellen hergestellt werden und/oder weil die rekombinanten hTRT-Molekule so modifiziert 

25 werden konnen (z.B. durch Fusion mit einem Epitop-«tag»), dass sie leicht gereinigt werden konnen. 

Es ist offensichtlich, dass naturlich vorkommende Telomerase aus einer Telomerase-positiven Zelle 
gereinigt werden kann. Rekombinante hTRT und hTRT-Komplexe konnen u.a. unter Verwendung belie- 
biger in vitro, in vivo, ex vivo, pflanzlichen oder tierischen Expressionssystemen, die vorstehend be- 
schrieben wurden, oder andere auf dem Fachgebiet bekannte Systeme exprimiert und gereinigt werden. 

30 In einer Ausfuhrungsform werden die hTRT, Telomerase und andere erfindungsgemassen Zusammen- 
setzungen mittels eines Immunoaffinitatsschritts gereinigt, wobei entweder nur dieser Schritt oder eine 
Kombination mit weiteren Reinigungsschritten durchgefuhrt wird. Typischerweise wird ein immobilisierter 
oder immobilisierbarer anti-hTRT-Antikorper, sowie er von der vorliegenden Erfindung bereitgestellt wird, 
mit einer Probe, beispielsweise einem Zellysat, das die gewunschte hTRT oder den hTRT-enthaltenden 

35 Komplex enthalt, unter Bedingungen in Kontakt gebracht, bei denen ein anti-hTRT-Antikorper das hTRT- 
Antigen bindet. Nach Entfernung von nichtgebundenen Bestandteilen der Probe durch auf dem Fachge- 
biet allgemein bekannte Verfahren kann die hTRT-Zusammensetzung, falls erwGnscht, von dem Antikor- 
per in im wesentlichen reiner Form eluiert werden. In einer Ausfuhrungsform werden auf dem Fachgebiet 
gut bekannte Immunoaffinitatschromatographieverfahren verwendet (siehe beispielsweise Harlow und La- 

40 ne, a.a.O., Ausubel, a.a.O., und Hermansanetal., 1992, Immobilized Affinity Ligand Techniques(Acade- 
micPress,SanDiego»in Obereinstimmung mit den erfindungsgemassen Verfahren. In einer weiteren ver- 
anschaulichenden Ausfuhrungsform wird eine Immunprazipitation von anti-hTRT-lmmunglobulin-hTRT- 
Komplexen unter Verwendung von immobilisiertem Protein A durchgefuhrt. Dem Fachmann sind zahlrei- 
che Variationen und alternative Immunoaffinitatsreinigungsprotokolle, die zur Verwendung in Ubereinstim- 

45 mung mit den erfindungsgemassen Verfahren und Reagenzien geeignet sind, gut bekannt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform konnen rekombinante hTRT-Proteine als Folge ihrer Expression 
mit hohem Niveau mittels Routine-Proteinreinigungsverfahren gereinigt werden, beispielsweise durch 
Ammoniumsulfatprazipitation, Affinitatssaulen (z.B. Immunoaffinitat), Ausschluss nach Grosse («size-ex- 
clusion»>), Anionen- und Kationen Austauschchromatographie, Gelelektrophorese etc. (siehe allgemein 

50 R. Scopes, Protein Purification, Springer- Verlag, N.Y. (1982) und Deutscher, Methods in Enzymology 
182: Guide to Protein Purification, Academic Press, Inc. N.Y. (1990)) anstelle von Immunoaffinitatsver- 
fahren oder zusatzlich dazu. Kationenaustauschverfahren konnen aufgrund des basischen pl-Werts des 
hTRT-Proteins besonders nutzlich sein. Beispielsweise kann immobilisiertes Phosphat als eine funktio- 
nelle Kationenaustauschgruppe (z.B. P-11 Phosphocellulose, Whatman-Katalog #4071 oder Cellulose- 

55 phosphat, Sigma-Katalog #C 3145) verwendet werden. Immobilisiertes Phosphat hat bezuglich der 
hTRT-Reinigung zwei vorteilhafte Merkmale - es ist ein Kationenaustauschharz und es zeigt physika- 
lisch eine Ahnlichkeit mit dem Phosphatruckgrat von Nucleinsauren. Daher kann auch die «Pseudo»-Af- 
finitatschromatophie verwendet werden, da hTRT hTR und Telomer-DNA bindet. Andere nicht-spezifi- 
sche Nucleinsaure-Affinitatschromatographieverfahren sind zur Reinigung ebenfalls von Nutzen (siehe 

60 beispielsweise die parellele US-Patentanmeldung mit der Serien-Nr. 08/833 377; Albers et al., Methods 
Enzymol. 21 (1971), 198; Arnt-Jovin et al., Eur. J. Biochem. 54(1975), 411 und den Pharmacia-Katalog 
#27-5575-02). Die weitere Nutzung dieser wahrscheinlichen Bindungsfunktion von hTRT wurde die Ver- 
wendung von spezifischen Nucleinsauren (z.B. Primer oder hTR) bei Affinitatschromatographie zur Rei- 
nigung beinhalten (Chodor'i t al., Mol. Cell. Biol. 6 (1986), 4723; Wu et al., Science 238 (1987), 1247 

65 und Kadonaga, Methods l:nzyrr'oL2b8 (1991), 10); immobilisierter «Cibricon Blue»-Farbstoff,* der physi- 



44 



CH 689 672 A9 



kalisch Nucleotiden ahnelt, stellt aufgrund der hTRT-Bindung von Nucleotiden (z.B. als Substrate fur die 
DNA-Synthese) ein weiteres nutzliches Harz fur die Reinigung von hTRT dar (Pharmacia-Katalog 
#17-0948-01 Oder Sigma-Katalog #C 1285). 

In einer Ausfuhrungsform werden hTRT-Proteine direkt von einem in vitro Oder in vivo-Expressionssy- 

5 stem isoliert, in dem andere Telomerase-Bestandteile nicht coexprimiert werden. Isoliertes hTRT-Protein 
kann naturlich auch leicht von gereinigter menschlicher Telomerase oder hTRT-Komplexen b ispielswei- 
se durch Aufbrechen des Telomerase-RNPs (z.B. durch Exposition gegenuber einem milden Oder einem 
anderen Denaturierungsmittel) und Abtrennung der RNP-Bestandteile (z.B. durch Routinemassnahmen 
wie Chromatographie oder Immunoaffinitatschromatographie) gereinigt werden. 

10 Die Telomerase-Reinigung kann unter Verwendung eines Assays bezuglich einer Telomerase-Aktivitat 
(z.B. den TRAP-Assay, einen ublichen Assay oder einen Primer-Bindungs-Assay) uberwacht werden, 
durch Bestimmung der hTRT-Anreicherung (z.B. durch ELISA), durch Bestimmung der hTR-Anreiche- 
rung oder durch weitere auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren. 
Die durch die voriiegende Erfindung bereitgestellte gereinigte menschliche Telomerase, die hTRT- 

15 Proteine und hTRT-Komplexe, sind in einer Ausfuhrungsform hoch gereinigt (d.h. mindestens zu etwa 
90% homogen, vorzugsweise mindestens zu etwa 95% homogen). Die Homogenitat kann durch Stan- 
dardmassnahmen bestimmt werden, beispielsweise durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und an- 
dere auf dem Fachgebiet bekannte Mittel (siehe beispielsweise Ausubel etal., a.a.O.). Zwar sind gele- 
gentlich hochgereinigte menschliche Telomerase, hTRT-Protein oder hTRT-Komplexe erwunscht, aber 

20 naturlich sind auch im wesentlich gereinigte (z.B. mit wenigstens etwa 75% Homogenitat) oder partiell 
gereinigte (z.B. mindestens zu etwa 20% homogen) menschliche Telomerase, hTRT-Protein oder hTRT- 
Komplexe fur viele Anwendungen auch von Nutzen und diese werden durch die voriiegende Erfindung 
ebenfalls bereitgestelit. Beispielsweise ist partiell gereinigte Telomerase nutzlich fur das Screenen von 
Testverbindungen bezuglich einer Telomerase-modulierenden Aktivitat und fur weitere Verwendungen 

25 (siehe beispielsweise die parallele US-Patentanmeldung mit der Serien-Nr. 08/911312 (Anwalts-Register 
Nr. 015 389-002 500, eingereicht am 14. August 1997, vorstehend zitiert, und US-Patent-Nr. 5 645 
986, USSN 08/151 477, eingereicht am 12. November 1993 und USSN 08/288 501, eingereicht am 10. 
August 1994). 

30 VII. Die Behandlung von Erkrankungen, die mit Telomerase in Verbindung stehen 

A) Einleitung 

Die voriiegende Erfindung stellt hTRT-Polynucleotide, -Polypeptide und -Antikdrper bereit, die fur die 

35 Behandlung von menschlichen Erkrankungen und Krankheitszustanden von Nutzen sind. Die rekombi- 
nanten und synthetischen erfindungsgemassen hTRT-Genprodukte (Protein und mRNA) konnen dazu 
verwendet werden, um Telomerase-Aktivitat in einer Zelle zu erzeugen oder zu erhohen, aber auch urn 
Telomerase-Aktivitat in einer Zelle zu hemmen, in der dies nicht erwunscht ist. Somit kann die Hem- 
mung, Inaktivierung oder anderweitige Veranderung einer Telomerase-Aktivitat (z.B. einer katalytischen 

40 Aktivitat von Telomerase, Genauigkeit, Prozessivitat, Telomer-Bindung etc.) in einer Zelie zur Verande- 
rung der Proliferationsfahigkeit der Zelle verwendet werden. Beispielsweise kann die Herabsetzung von 
Telomeraseaktivitat in einer immortalisierten Zelle, wie beispielsweise einer malignen Tumorzelle, die 
Zelle mortalisieren. Umgekehrt kann die Steigerung der TelomeraseAktivitat in einer sterblichen Zelle 
(wozu beispielsweise die meisten menschlichen somatischen Zellen gehoren) zur Steigerung der Prolife- 

45 rationsfahigkeit der Zelle fuhren. Beispielsweise fuhrt die Expression eines hTRT-Proteins in Hautfibro- 
blasten, wodurch die Telomerlange ansteigt, zu einer erhohten Proliferationskapazitat der Fibroblasten; 
eine solche Expression kann die altersabhangige Verlangsamung des Wundverschlusses verlangsamen 
oder umkehren (siehe beispielsweise West, Arch. Derm. 130 (1994), 87). 

Somit betrifft ein Aspekt der vorliegenden Erfindung die Bereitstellung von Reagenzien und Verfah- 

50 ren, die bei der Behandlung von Erkrankungen und Zustanden von Nutzen sind, die durch die Anwe- 
senheit, das Fehlen oder die Menge von menschlicher Telomerase-Aktivitat in einer Zelle gekennzeich- 
net sind und die auf eine Behandlung unter Verwendung der hier beschriebenen Zusammensetzungen 
und Verfahren ansprechen. Zu diesen Erkrankungen zahlen, so wie dies ausfuhrlich und nachstehend 
beschrieben wird, Krebserkrankungen, andere Erkrankungen bezuglich der Zellproliferation (insbesonde- 

55 re Erkrankungen bezuglich der Alterung, immunologische Funktionsstdrungen, Unfruchtbarkeit (oder 
Fruchtbarkeit) etc. 

B) Die Behandlung von Krebs 

60 Die voriiegende Erfindung stellt Verfahren und Zusammensetzungen zur Herabsetzung von Telomera- 
se-Aktivitat in Tumorzellen und zur Behandlung von Krebs bereit. Krebszellen (z.B. maligne Tumorzel- 
len), die Telomerase-Aktivitat exprimieren (Telomerase-positive Zellen) konnen durch Herabsetzung oder 
Hemmung der endogenen Telomerase-Aktivitat mortalisiert w rden. Daruber hinaus konnte jede Herab- 
setzung der Telomerase-Aktivitat die aggressive Natur einer Krebserkrankung hin zu einem leichter zur 

65 theraplerenden Krankheitsstatus (durch Steigerung der Wirksamkeit von konventionellen Behandlungs- 
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methoden) herabsetzen, da Telomerasespiegel mit Krankheitskennzeichen, wie beispielsweise dem Po- 
tential zur Metastasenbildung korrelieren (siehe beispielsweise US-Patent Nr. 5 639 613; 5 648 215; 
5 489 508 und Pandita et a!., Proc. Am. Ass. Cancer Res 37 (1996, 559). 
Die Erfindung stellt Zusammensetzungen und Verfahren bereit, die bei der Behandlung einer grossen 

5 Anzahl von unterschiedlichen Krebstypen von Nutzen sind, inschliesslich von soliden Tumoren und 
Leukamien. Zu den Krebsarten, die behandelt werden konnen gehoren (jedoch ohne Beschrankung dar- 
auf): das Adenokarzinom der Brust, der Prostata und des Dickdarms; alle Formen von Lungenkrebs, 
der von den Bronchien ausgeht; Knochenmarkskrebs, das Melanom, das Hepatom, das Neuroblastom; 
das Papillom; das Apudom, das Choristom, das Branchiom; das maligne Karzinoid-Syndrom; die Karzi- 

10 noid-Herzerkrankung; das Karzinom (z.B. Walke-Karzinom, Basalzellen-Karzinom, basosquamoses Kar- 
zinom, Brown-Pearce-Karzinom, duktales Karzinom, Ehrlich-Tumor, insitu-Karzinom, Krebs-2- Karzinom, 
Merkel-Zellen-Karzinom, Schleimkrebs, nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom, Haferzellen-Karzinom, pa- 
pillares Karzinom, szirrhoses Karzinom, bronchiolo-alveolares Karzinom, Bronchial-Karzinom, Plattenepi- 
thelkarzinom und Transitionalzell-Karzinom); histiocytische Funktionsstorung; Leukamie (z.B. in Zusam- 

15 menhang mit B-Zellen-Leukamie, Gemischt-Zellen-Leukamie, Nullzellen-Leukamie, T-Zellen-Leukamie, 
chronische T-Zellen-Leukamif,, HTLV-ll-assoziierte Leukamie, akut lymphozytische Leukamie, chronisch- 
lymphozytische Leukamie, Mastzell-Leukamie und myeloische Leukamie), maligne Histiocytose, Hodg- 
kin-Krankheit, klein Immunproliferativ; non-Hodgkin-Lymphom, solitarer Plasmazelltumor; Reticuloendo- 
theliose, Melanom, Chondroblastom; Chondrom, Chondrosarkom; Fibrom; Fibrosarkom; Riesenzell-Tu- 

20 more; Histiocytom, Lipom; Liposarkom; Mesotheliom, Myxom; Myxosarkom; Osteom; Osteosarkom; 
Ewing-Sarkom; Synoviom; Adenofibrom; Adenolymphom; Karcinosarkom, Chordom, Craniopharyngiom, 
Dysgerminom, Hamartom; Mesenchymom; Mesonephrom, Myosarkom, Ameloblastom, Cementom; 
Odontom; Teratom; Thymom, Chorioblastom; Adenokarzinom, Adenom; Cholangiom; Cholesteatom; Cy- 
lindrom; Cystadenocarcinom,Cystadenom; Granulosazelltumor; Gynandroblastom, Hepatom; Hidrade- 

25 nom; Inseizelltumor; Leydig-Zelltumor; Papillom; Sertoli-Zell-Tumor, Thekazelltumor, Leiomyom; Leio- 
myosarkom; Myoblastom; Myom; Myosarkom; Rhabdomyom; Rhabdomyosarkom; Ependymon; Ganglio- 
neurom, Gliom; Medulloblastom, Meningiom; Neurilemmom; Neuroblastom; Neuroepitheliom, 
Neurofibrom, Neurom, Paragangliom, nicht-chromaffines Paragangliom, Angiokeratom, angiolymphoide 
Hyperplasie mit Eosinophilie; sclerosierendes Angiom; Angiomatose; Glomangiom; Hemangioendotheli- 

30 om; Hemangiom; Hemangiopericytom, Hemangiosarkom; Lymphangiom, Lymphangiomyom, Lymphan- 
giosarkom; Pinealom; Carcinosarkom; Chondrosarkom; Cystosarkom phyllodes; Fibrosarkom; Hemangio- 
sarkom; Leiomyosarkom; -Leukosarkom; Liposarkom; Lymphangiosarkom; Myosarkom; Myxosarkom, 
ovarialkarzinom, Rhabdomyosarkom; Sarkom (z.B. Ewing-Sarkom, experimentell, Kaposi-Sarkom und 
Mastzell-Sarkom); Neoplasmen (z.B.Knochen-Neopiasmen, Brust-Neoplasmen, Neoplasmen des Ver- 

35 dauungssystems, colorektale Neoplasmen, Leber-Neoplasmen, Pankreas Neoplasmen, Hirnanhang-Neo- 
plasmen, Hoden-Neoplasmen, Orbita-Neoplasmen, Neoplasmen des Kopfes und Halses, des Zentralner- 
vensystems, Neoplasmen des Hororgans, des Beckens, des Atmungstrakts und des Urogenitaltrakts); 
Neurofibromatose und cervicale Plattenepuitheldyspiasie). Die Erfindung stellt Zusammensetzungen und 
Verfahren bereit, die zur Behandlung anderer Zustande von Nutzen sind, bei denen Zellen immortalisiert 

40 Oder hyperproliferativ wurden, beispielsweise durch Disregulation (z.B. abnormhohe Expression) von 
hTRT, dem Telomeraseenzym Oder Aktivitat. 

Die voriiegende Erfindung stellt ferner Zusammensetzungen und Verfahren zur Prevention von Krebs- 
erkrankungen zur Verfugung, dazu zahlen anti-hTRT, Vakzine, GentherapieVektoren, die die Aktivierung 
von Telomerase verhindern und Gentherapie-Vektoren, die den spezifischen Tod von Telomerase-positi- 

45 ven Zellen zur Folge haben. In einem verwandten Aspekt konnen die nachstehend beschriebenen Gen- 
austausch-Therapieverfahren zur «Behandlung» einer genetischen Predisposition fur Krebserkrankungen 
verwendet werden. 

C) Behandlung anderer Zustande 

50 

Die voriiegende Erfindung stellt auch Zusammensetzungen und Verfahren bereit, die zur Behandlung 
von Erkrankung und Krankheitszustanden (zusatzlich zu Krebserkrankungen) von Nutzen sind, die durch 
eine unter- oder Uberexpression von Telomerase oder hTRT-Genprodukten gekennzeichnet sind. Zu 
den Beispielen gehoren: Erkrankungen bezuglich der Zellproliferation, Erkrankungen, die von Zellsenes- 

55 zenz herruhren (insbesondere Erkrankungen bezuglich des Alterns), immunologische Funktionsstorung 
und Unfruchtbarkeit, Erkrankungen bezuglich einer Immun-Fehifunktion etc. 

Bestimmte Erkrankungen bezuglich des Alterns sind durch mit der Zellseneszenz-assoziierte Veran- 
derungen aufgrund einer verringerten Telomerlange (verglichen mit jungeren Zellen) gekennzeichnet. 
Diese sind die Folge des Fehlens (oder eines viel geringeren Niveaus) von Telomerase-Aktivitat in der 

60 Zelle. Eine verringerte Telomerlange und eine verringerte Replikationsfahigkeit tragen zu den nachste- 
hend beschriebenen Erkrankungen bei. Telomerase-Aktivitat und Telomerlange kann beispielsweise da- 
durch erhoht werden, dass das Niveau an hTRT-Genprodukten (Protein und mRNA) in der Zelle erhoht 
wird. Nachstehend wird ein Teil der Krankheitszustande aufgezahlt, die mit zellularer Seneszenz assozi- 
iert sind, bei denen hTRT-Expression eine iher$peutische Wirkung zeigen kann: Alzheimer-Erkrankung, 

65 Parkinson-Erkrankung, Huntington-Erkrank jng und Schlaganfall, mit dem Alter in Zusammenhang ste- 
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hende Erkrankungen des Integuments, beispielsweise Hautatrophie, Elastolyse und Faitenbildung der 
Haut, Talgdrusenhyperplasie, Bildung von Altersflecken, das Ergrauen d r Haare und der Haarausfall, 
chronische Hautgeschwure, und mit der Alterung in Zusammenhang st hende Verschlechterung der 
Wundheilung; degenerative Gelenkerkrankungen, Osteoporose; mit der Alterung in Zusammenhang ste- 
5 hende Schwachung des Immunsystems (wobei beispielsweise Zell n beteiligt sind, wie B- und T-Lym- 
phocyten, Monocyten, Neutrophil, Eosinophile, Basophile, NK-Zellen und ihre entsprechenden Vorlau- 
fer); mit der Alterung in Zusammenhang stehende Erkrankungen des vaskularen Systems, dazu zahlen 
Atherosclerose, Verkalkung, Thrombose und Aneurysmen; Diabetes, Muskelatrophie; Atemwegserkran- 
kungen, Erkrankungen der Leber und des Darm-Verdauungstrakts, Stoffwechselkrankheiten, endokrine 
10 Krankheiten (z.B. Funktionsstorungen der Hirnanhangdruse und Nebennieren), reproduktive Erkrankun- 
gen und mit der Alterung in Zusammenhang stehende Makuladegeneration. Diese Krankheiten und Zu- 
stande konnen dadurch behandelt werden, dass das Niveau an hTRT-Genprodukten in der Zelle erhoht 
wird, urn dadurch die Telomerlange zu erhdhen, wobei die Replikationsfahigkeit der Zelle wiederherge- 
stellt oder erhoht wird. Solche Verfahren konnen ex vivo an kultivierten Zellen oder in vivo an Zellen 

15 ausgefuhrt werden. In einer Ausfuhrungsform werden die Zellen zuerst zur Aktivierung von Telomerase 
und Verfangerung der Telomere behandelt und danach erfolgt eine Behandlung zur Inaktivierung des 
hTRT-Gsns und von Telomerase-Aktivitat. 

In eraser bevorzugten Ausfuhrungsform wird Telomerase-Aktivitat durch einen erfindungsgemassen 
Vekter m einer embryonalen Keimzelle oder Stammzelle erzeugt (siehe USSN 08/591 246, eingereicht 

20 am ia Januar 1996; USSN 08/376 327, eingereicht am 20. Januar 1995; Pederson et al.; USSN 
08/665217, eingereicht am 14. Juni 1996 und USSN 08/829 372, eingereicht am 31. Marz 1997) vor 
oder wahrend der Differenzierung. 

Die vorliegende Erfindung stellt auch Verfahren und Zusammensetzungen bereit, die zur Behandlung 
von Unfruchtbarkeit von Nutzen sind. Menschliche Keimbahnzellen (z.B. Stammsamenzellen, ihre Vor- 

25 laufer oder Abkommlinge) konnen unbegrenzt proliferieren und sind durch eine hohe Telomerase-Aktivi- 
tat gekennzeichnet. Abnormale oder verringerte Konzentrationen von hTRT-Genprodukten konnen bei- 
spielsweise dazu fiihren, dass es zu einer unzulanglichen oder abnormalen Produktion von Spermatozo- 
en kommt, was zu Unfruchtbarkeit oder Funktionsstorungen bei der Reproduktion fuhrt. Somit kann eine 
auf «Telomerase basierende» Unfruchtbarkeit unter Verwendung der hier beschriebenen Verfahren und 

30 Zusammensetzung zur Erhohung der Telomerase-Konzentrationen behandelt werden. Da die Hemmung 

von Telomerase die Spermatogenese, Oogenese sowie die Lebensfahigkeit von Sperma und Eiern ne- ^ 
gativ beeinflussen kann, konnen die erfindungsgemassen Telomerase-hemmenden Zusammensetzun- " 
gen empfangnisverhutende Wirkungen haben, wenn sie in Keimbahnzellen zur Herabsetzung der Kon- 
zentratBonen von hTRT-Genprodukten verwendet werden. 

35 Die Erfindung stellt ferner Verfahren und Zusammensetzungen zur Verfugung, die zur Verringerung 
des prcsffiferativen Potentials von Telomerase-positiven Zellen durch Herabsetzung der Telomerase-Akti- 
vitat verwendet werden kann, beispielsweise bei aktivierten Lymphocyten und hematopoietischen 
Stammzellen. Somit stellt die Erfindung Mittel fur die Bewirkung einer Immunsuppression bereit. Umge- * 
kehrt sind die erfindungsgemassen Verfahren und Reagenzien von Nutzen zur Steigerung der Telome- & 

40 rase-Aktivitat und des proliferativen Potentials in Zellen, wie beispielsweise Stammzellen, die vor dem 

therapeutischen Eingriff einen niedrigen Telomerase-Spiegel oder keine Telomerase exprimieren. * 

D) Arten der Intervention 

45 Aufgrund der vorstehenden Diskussion ist es klar, dass die Modulation des Telomerase-Spiegels oder 
der Telomerase-Aktivitat einer Zelle eine ausgepragte Auswirkung auf das proliferative Potential der Zel- 
le haben kann und somit bei der Behandlung einer Erkrankung von grossem Nutzen ist. Es ist ebenfalls 
klar, dass diese Modulation entweder durch eine Verringerung von Telomerase-Aktivitat oder eine Aktivi- 
tatssteigerung erfolgen kann. Die Telomerase modulierenden erfindungsgemassen Molekule konnen 

50 durch eine Reihe von Mechanismen wirken; einige dieser Mechanismen werden in dieser und den 
nachstehenden Unterabschnitten beschrieben, urn so dem Anwender bei der Auswahl therapeutischer 
Mittel zu helfen. Die Anwender beabsichtigen jedoch bezuglich der hier beschriebenen neuen Arzneimit- 
tel, Zusammensetzungen und Verfahren keiner Beschrankung auf einen bestimmten Wirkungsmechanis- 
mus. 

55 Telomerase-Aktivitat kann durch verschiedene Mechanismen oder Kombinationen von Mechanismen 
verringert werden. Ein Mechanismus ist die Herabsetzung der hTRT-G en expression zur Herabsetzung 
von Telomerase-Aktivitat. Diese Herabsetzung kann auf dem Stadium der Transkription des hTRT-Gens 
in mRNA stattfinden, bei der Prozessierung (z.B. dem Spleissen), beim nuclearen Transport oder hin- 
sichtlich der Stabilitat von mRNA, bei der Translation von mRNA zur Herstellung von hTRTProtein oder 

60 hinsichtlich der Stabilitat und Funktion von hTRT-Protein. Ein weiterer Mechanismus bezieht sich auf 
Storung einer oder mehrerer Telomerase-Aktivitaten, (z.B. die katalytische Aktivitat von reverser Tran- 
skriptase oder der hTR-Bindungs-Aktivitat) durch Verwendung hemmender Nucleinsauren, Polypeptides 
oder anderer Agenzien (z.B. imitierende Agenzien («mimetics>»), kleine Molekule, Medikam nte und Me- 
dikamentenvorstufen («pro-drugs»)), die unter Verwendung der hi r beschriebenen Verfahren identifiziert 

65 werden konnen oder durch die hier beschriebenen Zusammensetzungen bereitgestellt werden. Zu weite- 
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ren Mechanismen zahlen die Sequestrierung von hTR und/oder Telomerase-assoziierten Proteinen und 
di Storung der Assemblierungen des Telomerase-RNPs aus den Bestandteilen der Unter inheiten. Bei 
einem verwandten Mechanismus wird eine hTRT-Promotorsequenz mit einem Gen funktionell verknGpft, 
das ein Toxin codiert, und dieses Konstrukt in eine Zelle eingefuhrt. Falls Oder dann, wenn transkriptio- 

5 nelle Aktivatoren fur hTRT in der Zelle exprimiert oder aktiviert werden, wird das Toxin exprimiert, was 
zu einer spezifischen Abtotung der Zelle fuhrt. 

Ein verwandtes Verfahren zur Herabsetzung der Proliferationsfahigkeit einer Zelle beinhaltet die Ein- 
fuhrung einer hTRT-Variante mit geringer Genauigkeit, d.h. einer Variante mit einer hohen Fehlerrate, 
beispielsweise uber 1%, so dass abweichende Telomer-Wiederholungseinheiten synthetisiert werden. 

10 Diese abweichenden Wiederholungseinheiten wirken sich auf die Telomer-Proteinbindung aus und fuh- 
ren zu chromosomalen Rearrangements und Anomalien und/oder fuhren zum Tod der Zelle. 

Auf ahnliche Weise kann die Telomerase-Aktivitat durch verschiedene Mechanismen oder eine Kom- 
bination von Mechanismen gesteigert werden. Zu diesen gehdren die Steigerung der Menge von hTRT 
in einer Zelle. Ublicherweise wird dies durch Einfuhrung eines ein hTRT-Polypeptid codierenden Polynu- 

15 cleotids in die Zelle erreicht (z.B. mittels eines rekombinant hergestellten Polypeptids, das eine mit ei- 
nem Promoter funktionell verknupfte hTRT-DNA-Sequenz umfasst oder eine stabile hTRT-mRNA). In ei- 
ner alternativen Ausfuhrungsform kann ein kcitalytisch aktives hTRT-Polypeptid selbst in eine Zelle oder 
ein Gewebe, beispielsweise durch Mikroinjek.ion oder andere auf dem Fachgebiet bekannte Massnah- 
men eingeschleust werden. Bei anderen Mechanismen kann die Expression des endogenen hTRT-Gens 

20 oder die Stabilitat von hTRT-Genprodukten in der Zelle gesteigert werden. Telomerase-Aktivitat in einer 
Zelle kann auch durch Storung der Interaktion von endogenen Telomeraselnhibitoren und dem Telome- 
rase-RNP oder von endogenen Repressoren der hTRT-Transkription und dem hTRT-Gen gesteigert "j 
werden, daruber hinaus durch Steigerung der Expression oder Aktivitat von Aktivatoren der hTRT-Tran- 
skription sowie weitere Massnahmen, die fur den Fachmann nach Lesen dieser Beschreibung offen- 

25 sichtlich sind. 

E) Mittel fur die Intervention 
1) TRT-Proteine und Peptide 

30 

In einer Ausfuhrungsform stellt die Erfindung Telomerasemodulierende Polypeptide (d.h. Proteine, Po- 
lypeptide und Peptide) bereit, die Telomerase-Aktivitat steigern oder herabsetzen. Diese konnen in eine 
Zielzelle direkt (z.B. durch Injektion, Liposomen-vermittelte Fusion, Applikation eines Hydrogels auf die 
Tumoroberflache (z.B. bei einem Melanom, Fusion oder Anheftung des Strukturproteins VP22 des Her- 

35 pes-Virus und weitere hier beschriebene und auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren) eingefuhrt wer- 
den. In einer zweiten Ausfuhrungsform werden erfindungsgemasse Telomerasemodulierenden Proteine 
und Peptide in einer Zelle durch Einfuhrung einer Nucleinsaure (z.B. eines DNA-Expressionsvektors 
oder mRNA), die das gewunschte Protein oder Peptid in der Zelle codiert, in einer Zelle exprimiert. Die 
Expression kann entweder konstitutiv oder induzierbar sein, was von dem Vektor und der Wahl des 

40 Promotors (siehe die nachstehende Diskussion) abhangt. Praparationen von Messenger-RNA, die hTRT 
codieren, sind besonders dann von Nutzen, wenn lediglich eine transiente Expression (z.B. die transien- 
te Aktivierung von Telomerase) erwunscht ist. Verfahren zur Einfuhrung und Expression von Nuclein- 
sauren in eine Zelle sind auf dem Fachgebiet allgemein bekannt (siehe daruber hinaus andere Stellen 
in dieser Beschreibung, beispielsweise die Abschnitte uber Oligonucleotide und Gentherapieverfahren). 

45 Ein Aspekt dieser Erfindung betrifft ein Telomerasemodulierendes Polypeptid, das Telomerase-Aktivi- j 
tat in einer Zelle erhoht. In einer Ausfuhrungsform ist das Polypeptid ein katalytisch aktives hTRT-Poly- 
peptid, das die Synthese von menschlicher Telomer-DNA (in Verbindung mit einer RNA-Matrize, wie 
beispielsweise hTR) steuern kann. Diese Aktivitat kann wie vorstehend diskutiert gemessen werden, 
beispielsweise unter Verwendung eines Telomerase-Aktivitatsassays, wie beispielsweise einem TRAP- 

50 Assay. In einer Ausfuhrungsform ist das Polypeptid ein hTRT-Protein mit vollstandiger Lange und einer 
Sequenz, die der Sequenz von 1132 Resten von SEQ. ID. Nr. 2 entspricht oder im wesentlichen iden- 
tisch dazu ist. In einer weiteren Ausfuhrungsform ist das Polypeptid eine Variante des hTRT-Proteins 
von SEQ. ID. Nr. 2, beispielsweise ein Fusionspolypeptid, derivatisiertes Polypeptid, verkurztes Polypep- 
tid, Polypeptid mit konservativen Substitutionen etc. Ein Fusions- oder derivatisiertes Protein kann eine 

55 «targeting»-Einheit enthalten, die die Fahigkeit des Polypeptids die Zellmembran zu durchdringen stei- 
gert, oder bewirkt, dass das Polypeptid einem spezifischen Zelltyp (z.B. Leberzellen oder Tumorzellen) 
oder Zellkompartimenten (z.B. dem nuclearen Kompartiment) bevorzugt zugefuhrt wird. Zu den Beispie- 
len fur solche «Zie!setzungs»-Einheiten gehdren Lipidschwanze, Aminosauresequenzen, wie beispiels- 
weise das «antennapediall-Peptid (siehe USSN 08/838,545, eingereicht am 9. April 1997) oder ein nu- 

60 cleares Lokalisationssignal (NLS; z.B. Xenopus-Nucloplasmin; Robbins et al., Cell 64 (1991), 615). Na- 
turlich vorkommendes hTRT-Protein (z.B. mit einer Sequenz, die SEQ. ID. Nr. 2 entspricht oder dazu im 
wesentlichen identisch ist) wirkt im Zellnucleus. Daher ist es wahrscheinlich, dass eine oder mehrere 
Untersequenzen von SEQ. ID. Nr. 2, beispielsweise die Reste 193 bis 196 (PRRR) und die Reste 235- 
240 (PKRPRR) afs nucleares Lokalisationssignal wirken Die kleinen Bereiche sind wahrscheinlich 

65 NLSs. Dies beruht auf der Beobachtung, dass viele NtS-i eirr ! Muster ■ mit vier Resten umfassen, das 
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aus basischen Aminosauren (K oder R) Oder drei basischen Aminosauren (K Oder R) und H oder P zu- 
sammengesetzt ist; einem Muster, das mit P beginnt, woran sich innerhalb dreier Reste ein basisches 
Segment anschliesst, das 3 K- Oder R-Reste von vier Resten nthalt (siehe beispielsweise Nakai et al., 
Genomics 14 (1992) 897). Es wird davon ausgegangen, dass die Deletion iner dieser sequenzen oder 

5 beider und/oder zusatzlicher Lokalisationssequenzen den hTRT-Transport in den Nucleus stort und/oder 
d n hTRT-Umsatz steigert und somit zur Verhinderung des Zugangs von Telomerase zu seinen nucle- 
aren Substraten der Herabsetzung des proliferative Pot ntials von Nutzen ist. Daruber hinaus konnte 
eine hTRT-Variante, der das NLS fehlt, sich zu einem RNP assemblieren, das nicht mehr die Telomer- 
Lange aufrechterhalten kann, da das daraus hervorgehende Enzym nicht in den Nucleus hineingelan- 

10 gen kann. 

Die erfindungsgemassen hTRT-Polypeptide sind typischerweise in der Zielzelle mit einer Telomerase- 
RNA, wie beispielsweise hTR, assoziiert, wenn sie zur Steigerung von Telomerase-Aktivitat in einer Zel- 
le verwendet werden. In einer Ausfuhrungsform assoziiert ein eingefuhrtes hTRT-Polypeptid mit einer 
endogenen hTR zur Bildung eines katalytisch aktiven RNP (z.B^ eines RNPs, das die hTR und ein Poly- 

15 peptid mit vollstandiger Lange und einer Sequenz von SEQ. ID. Nr. 2 umfasst). Das so gebildete RNP 
kann auch mit weiteren, beispielsweise Telomerase-assoziierten, Proteinen assoziieren. In weiteren 
Ausfuhrungsformen wird das Telomerase-RNP (das hTRT-Protein, hTR und gegebenenfalls weitere Be- 
standteile enthalt) als Komplex in die Zielzelle eingefuhrt. 

In einer ahnlichen Ausfuhrungsform wird ein hTRT- Expressionsvektor in eine Zelle (oder die Nach- 

20 kommenschaft einer Zelle) eingefuhrt, in die ein Telomerase-RNA (z.B. hTR)-Expressionsvektor gleich- 
zeitig, danach oder vorher eingefuhrt wird. In dieser Ausfuhrungsform werden hTRT-Protein und Telo- 
merase-RNA in der Zelle coexprimiert und sie assemblieren zur Bildung eines Telomerase-RNPs. Eine 
bevorzugte Telomerase-RNA ist hTR zusammen. Ein fur die Expression von hTR in einer Zelle nutzli- 
cher Expressionsvektor wurde vorstehend beschrieben (siehe US-Patent 5 583 016). In einer weiteren 

25 Ausfuhrungsform sind das hTRT-Polypeptid und die hTR-RNA (oder ein Aquivalent) zur Bildung eines 
Komplexes, der dann in die Zielzellen eingefuhrt wird, in vitro assoziiert. Ein weiterer Aspekt der Erfin- 
dung betrifft die Bereitstellung von hTRT-Polypeptiden, die zur Herabsetzung der Telomerase-Aktivitat in 
einer Zelle nutzlich sind. 

Wie vorstehend beschrieben, konnen diese «hemmenden» Polypeptide entweder direkt in die Zelle 

30 eingefuhrt werden oder durch Expression von rekombinanten Nucleinsauren in der Zelle erzeugt wer- 
den. Peptid-«lmitatoren» oder Polypeptide, die Nicht-Standard-Aminosauren umfassen (d.h. Aminosau- 
ren, die nicht den durch den genetischen Code codierten 20 Aminosauren oder deren normalen Deriva- 
ten entsprechen) werden normalerweise direkt eingefuhrt. 

In einer Ausfuhrungsform fuhrt die Hemrnung der Telomerase-Aktivitat zu der Sequestrierung eines 

35 Bestandteils, der fur die genaue Telomerveriangerung erforderlich ist. Beispiele fur solche Bestandteile 
sind hTRT und hTR. Somit kann die Verabreichung eines Polypeptids, das hTR bindet, jedoch keine ka- 
talytische Aktivitat von Telomerase aufweist, die endogene Telomerase-Aktivitat in der Zelle herabset- 
zen. In einer verwandten Ausfuhrungsform kann das hTRT-Polypeptid einen Zellbestandteil binden, bei 
dem es sich nicht urn hTR handelt, beispielsweise ein Telomerase-assoziiertes Protein (oder mehrere), 

40 wodurch die Telomerase-Aktivitat in der Zelle gestort wird. 

In einer anderen Ausfuhrungsform storen die erfindungsgemassen hTRT-Polypeptide die Interaktion 
von endogen exprimiertem hTRT-Protein und einer anderen fur die Telomerase-Funktion erforderlich en 
zellularen Komponente, beispielsweise hTR, Telomer-DNA, Telomerase-assoziierte Proteine, Telomer- 
assoziierte Proteine, Telomere, den Zellcyclus kontrollierende Proteine, DNA^Reparaturenzyme, Histone 

45 oder nicht-Histon-chromosomale Proteine etc. (beispielsweise durch Kompetition). 

Durch Auswahl von erfindungsgemassen Molekulen (Z.B. Polypeptiden), die sich auf die Interaktion 
von endogen exprimiertem hTRT-Protein und weiteren zellularen Bestandteilen auswirken, kann man 
Molekule bevorzugen, die, wie hier beschrieben, eines oder mehrere der konservierten Motive des 
hTRT-Proteins enthalten. Die evolutionare Konservierung dieser Bereiche zeigt, dass diese Motive eine 

50 wichtige Funktion in dem korrekten Arbeiten der menschlichen Telomerase beisteuern. Diese Motive 
sind somit allgemein nutzliche Bereiche, urn die Funktion des hTRT-Proteins zur Erzeugung von erfin- 
dungsgemassen hTRT-Proteinvarianten zu verwenden. somit sind hTRT-Polypeptidvarianten mit Muta- 
tionen in konservierten Motiven von besonderem Nutzen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform wird die Expression des endogenen hTRT-Gens durch Einfuhrung 

55 einer grossen Menge an hTRT-Polypeptid in die Zelle (z.B. typischerweise mindestens etwa mehr als 
2fach im Vergleich zu dem endogenen Spiegel, vorzugsweise etwa mindestens 10- bis etwa 100fach) 
reprimiert. Dieses wirkt Ober eine Prufkopplungsschleife und hemmt so die Transkription des hTRT- 
Gens, die Prozessierung der hTRT-pra-m-PNA, die Translation der hTRT-mRNA oder die Assemblie- 
rung und den Transport des Telomerase-RNPs. 

60 
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2) Oligonucleotide 

a) «Antisense»»-Konstrukte 

5 Die Erfindung stellt Verfahren und «antisense»-Oligonucleotide oder Polynucleotidreagenzien zur Ver- 
fugung, die zur Herabsetzung der Expression von hTRT-Genprodukten in vitro oder in vivo verwendet 
werden konnen. Die Verabreichung der erfindungsgemassen «antisense»-Reagenzien an eine Zielzelle 
fuhrt zu einer herabgesetzten TelomeraseAktivitat und ist fur die Behandlung von Erkrankungen beson- 
ders nutzlich, die durch eine hohe Telomerase-Aktivitat gekennzeichnet sind (z.B. bei Krebserkrankun- 

10 gen). Es wird davon ausgegangen, wobei hier keine Einschrankung auf einen bestimmten Mechanismus 
beabsichtigt ist, dass «antisense»-Oligonucleotide an die «sense»-hTRT-mRNA binden und deren 
Translation storen. Alternativ konnen die «antisense»-Molekule die hTRT-mRNA fur eine Spaltung mit 
Nuclease empfindlich machen, die Transkription, Prozessierung oder Lokalisierung storen oder auf an- 
dere Weise RNA-Vorlaufer («pra-mRNA») storen, die Transkription von mRNA des hTRT-Gens reprimie- 

15 ren oder uber einige andere Mechanismen wirken. Der bestimmte Mechanismus, durch den die "anti- 
sense »-Molekule die hTRT- Expression herabsetzen, ist jedoch nicht kritisch. 

Die erfindungsgemassen «antisense»-Polynucleotide umfassen eine «antisense»:Sequenz mit minde- 
stens 7 bis 10 oder mehr Nucleotiden, die mit eine Sequenz von mRNA, die humane TRT codiert, oder 
mRNA, die von dem hTRT-Gen transkribiert wird, spezifisch hybridisieren. Vorzugsweise weist das erfin- 

20 dungsgemasse «antisense»>-Polynucleotid eine Lange von etwa 10 bis etwa 50 Nucleotiden oder von 
etwa 14 bis etwa 35 Nucleotiden auf. In weiteren Ausfuhrungsformen handelt es sich bei den «antisen- 
se»-Polynucieotiden urn Polynucleotide, die kurzer als etwa 100 Nucleotide oder kurzer als etwa 200 
Nucleotide sind. Im allgemeinen sollten die «antisense»-Polynucleotide lang genug sein, urn eine stabile 
Doppelhelix zu bilden, jedoch kurz genug (in Abhangigkeit von der Art der Zufuhrung) urn, falls er- 

25 wunscht, in vivo verabreicht werden zu konnen. Die minimale Lange eines Polynucleotids, die fur eine 
spezifische Hybridisierung mit einer Zielsequenz erforderlich ist, hangt von verschiedenen Faktoren ab, 
beispielsweise vom G/C-Gehalt, der Lage von fehlgepaarten Basen (falls vorhanden), dem Ausmass der 
Einzigartigkeit der Sequenz im Vergleich zu der Population von Ziel-Polynucleotiden, der chemischen 
Natur des Polynucleotids (z.B. kann es sich urn ein Methylphosphonat-RQckgrat handeln, eine Peptid- 

30 Nucleinsaure, ein Phosphorothioat) etc. Im allgemeinen ist die «antisense»>-Sequenz zur Gewahrleistung 
einer spezifischen Hybridisierung zu der Ziel-hTRT-mRNA-Sequenz im wesentlichen komplementar. In 
bestimmten Ausfuhrungsformen ist die «antisense»-Sequenz genau komplementar zu der Zielsequenz. 
Die «antisense»-Po!ynucleotide konnen jedoch auch Nucleotid-Substitutionen, Additionen, Deietionen, 
Transitionen, Transpositionen oder Modifikationen enthalten, solange die spezifische Bindung an die re- 

35 levante Zielsequenz, die hTRT-RNA oder deren Gen entspricht, als eine funktionelle Eigenschaft des 
Polynucleotids beibehalten wird. 

In einer Ausfuhrungsform ist die «antisense»-Sequenz zu relativ zuganglichen Sequenzen der hTRT- 
mRNA (z.B. Sequenzen, die relativ wenig Sekundarstrukturen aufweisen) komplementar. Dies kann 
durch Analyse der vorhergesagten RNA-Sekundarstrukturen bestimmt werden, beispielsweise mittels 

40 des MFOLD-Programms (Genetics Computer Group, Madison Wl) und durch auf dem Fachgebiet be- 
kannte in vitro- oder in vivo-Tests. Beispiele fur Oligonucleotide, die hinsichtlich einer «antisense»-Sup- 
pression der hTRT-Funktion getestet werden konnen, sind Oligonucleotide, die mit den folgenden Posi- 
tionen von SEQ. ID. Nr. 1 hybridisieren konnen (d.h. im wesentlichen komplementar sind): SEQ. ID. Nr. 
1: 40-60; 260-280; 500-520; 770-790, 885-905; 1000-1020; 1300-1320; 1520-1540; 2110-2130; 

45 2295-2315; 2450-2470, 2670-2690; 3080-3110; 3140-3160; und 3690-3710. Bei einem weiteren nutz- 
lichen Verfahren zur Identifizierung von effektiven «antisense»-Zusammensetzungen werden kombinato- 
rische Arrays von Oligonucleotiden verwendet (siehe beispielsweise Milner et al., Nature Biotechnology 
15 (1997), 537). 

Die Erfindung stellt auch ein «antisense»-Polynucleotid bereit, das Sequenzen zusatzlich zu der «an- 

50 tisense»-Sequenz aufweist (z.B. zusatzlich zu der anti-hTRT-«sense»»-Sequenz). In diesem Fail ist die 
«antisense»-Sequenz in einem Polynucleotid mit einer langeren Sequenz enthalten. In einer weiteren 
Ausfuhrungsform besteht die Sequenz des Polynucleotids im wesentlichen aus der «antisense»-Se- 
quenz oder sie stellt diese dar. 

Die «antisense»-Nucleinsauren (DNA, RNA, modifizierte DNA oder RNA-Analoge etc.) konnen unter 

55 Verwendung jedes zur Herstellung von Nucleinsauren geeigneten Verfahrens, beispielsweise den hier 
beschriebenen Verfahren, hergestellt werden. In einer Ausfuhrungsform konnen erfindungsgemasse 
«antisense»-RNA-Molekule beispielsweise durch chemische Synthese de novo oder durch Clonierung 
hergestellt werden. Beispielsweise kann eine «antisense»-RNA, die mit hTRT-mRNA hybridisiert, da- 
durch hergestellt werden, dass eine hTRT-DNA-Sequenz (z.B. SEQ. ID. Nr. 1 oder ein Fragment da- 

60 von) in umgekehrter Orientierung funktionell mit einem Promotor verknupft in einen Vektor (z.B. ein 
Plasmid) inseriert (ligiert) wird. Unter der Voraussetzung, dass der Promotor und vorzugsweise Termina- 
tions- und Polyadenylierungssignale korrekt positioniert sind, wird der Strang der inserierten Sequenz, 
der dem nicht-codierenden Strang entspricht, transkribiert, und dieser wirkt als ein erfindungsgemasses 
«antisense»-Oligonucleotid. \ t 

65 Die erfindungsgemassen <'antisense»-Oligonuc!eotide konnen zur Hemm'ing der Tetofnerase-Aktivitat 
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in zellfrei n Extrakten, Zellen und Tieren, einschliesslich Saugern und M nsch n, verwendet werden. 
Die Phosphorothioat-«antisense»-Oligonucleotide: 

A) GGCATCGCGGGGGTGGCCGGG 

B) CAGCGGGGAGCGCGCGGCATC 

C) CAGCACCTCGCGGTAGTGGCT 

D) GGACACCTGGCGGAAGGAGGG 

konnen beispielsweise zur Hemmung von Telomerase-Aktivitat verwendet werden. Bei einer Konzentra- 
tion von 10 nM hemmte(n) jedes Oligonucleotid; Gemische der Oligonucleotide A und B; A, B, C und D; 
und A f C und D die Telomerase Aktivitat in 293-Zelien, wenn diese 7 Tage einmal pro Tag behandelt 
wurden. Eine Hemmung wurde auch mit einem «antisense»-hTR-MolekGI 
(5'-GCTCTAGAATGAAGGGTG-3') beobachtet, wenn dies mit den Oligonucleotiden A,B und C; A ( B 
und D; und A und C kombiniert war. Zu den fur solche Experimente nutzlichen Kontroll- und Oligonu- 
cleotiden zahlen: 

51) GCGACGACTGACATTGGCCGG 

52) GGCTCGAAGTAGCACCGGTGC 

53) GTGGGAACAGGCCGATGTCCC 

Um fur die fur eine bestimmte gewunschte Anwendung optimalen erfindungsgemassen «antisense»- 
Oligonucleotide bestimmen zu konnen, kann man ein Scanning unter Verwendung eines Satzes von er- 
findungsgemassen «antisense»-Oligonucleotiden durchfuhren. Ein Beispiel fur einen solchen Satz ist der 
Satz von 30-mer Oligonucleotiden, die die hTRT-mRNA umspannen und wobei eines von dem nachsten 
um 15 Nucleotide versetzt ist, (d.h. ON1 entspricht den Positionen 1-30 und ist 
TCCCACGTGCGCAGCAGGACGCAGCGCTGC, ON2 entspricht Positionen 16-45 und ist 
GCCGGGGCCAGGGCTTCCCACGTGCGCAGC, und ON3 entspricht den Positionen 31-60 und ist 
GGCATCGCGGGGGTGGCCGGGGCCAGGGCT usw. bis zum Ende der mRNA). Jedes Mitglied dieses 
Satzes kann hinsichtlich seiner hemmenden Aktivitat, wie hier beschrieben, getestet werden. Jene Oli- 
gonucleotide, die unter den gewunschten Bedingungen eine hemmende Aktivitat zeigen, kennzeichnen 
dann einen gewunschten Bereich. Weitere erfindungsgemasse Oligonucleotide, die dem gewunschten 
Bereich entsprechen (d.h. 8-mere, 10-mere, 15-mere etc.) konnen zur Identifikation des Oligonucleotids 
mit der fur die Anwendung bevorzugten Aktivitat getestet werden. 

Bezuglich allgemeiner Verfahren, die sich auf antisense-Polynucleotide beziehen, siehe Antisense 
RNA and DNA (1988), D.A. Melton, (Herausg., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
N.Y.) und Dagle et aL, Nucleic Acids Research 19 (1991), 1805. Bezuglich eines Ubersichtsartikels der 
die «antisense»-Therapie betrifft, siehe beispielsweise Uhlmann et al., Chem. Reviews 90 (1990) 543- 
584. 

b) Triplex-Oligo- und Polynucleotide 

Die vorliegende Erfindung stellt Oligo- und Polynucleotide (z.B. DNA, RNA oder PNA) bereit, die an 
doppelstrangige oder Duplex-hTRT-Nucleinsauren binden, (z.B. in einem gefalteten Bereich der hTRT- 
RNA oder im hTRT-Gen), wobei eine Nucleinsaure gebildet wird, die eine Dreifach-Helix enthalt oder 
eine «triplex»-Nucleinsaure. Die Bildung einer Dreifach-Helix fuhrt zur Hemmung der hTRT-Expression, 
beispielsweise durch die Verhinderung der Transkription des hTRT-Gens, wodurch Telomerase-Aktivitat 
in einer Zelle herabgesetzt oder eliminiert wird. Es wird davon ausgegangen (wobei jedoch nicht beab- 
sichtigt ist, an einen bestimmten Mechanismus gebunden zu sein), dass die Dreifach-Helixpaarung die 
Fahigkeit der Doppelhelix sich fur die Bindung von Polymerasen, Transkriptionsfaktoren oder regulatori- 
schen Molekulen ausreichend zu offnen, stort. 

Erfindungsgemasse Triplex-Oligo- und Polynucleotide werden unter Anwendung der Basenpaarungs- 
regeln fur die Bildung von Dreifach-Helices konstruiert (siehe beispielsweise Cheng et al., i. Biol. Chem. 

263 (1988), 15110; Ferrin und Camerini Otero, Science 354 (1991), 1494; Ramdas et al., J.Biol. Chem. 

264 (1989), 17395; Strobel et al. t Science 254 (1991), 1639 und Rigas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 83 (1986), 9591, wobei durch Bezugnahme jedes dieser Dokumente als Bestandteil dieser Be- 
schreibung anzusehen ist) und den hTRT-mRNA- und/oder Gensequenzen. Typischerweise umfassen 
die erfindungsgemassen Triplex-formenden Oligonucleotide eine spezifische Sequenz von etwa 10 bis 
mindestens etwa 25 Nucleotiden oder eine langere Sequenz, die zu einer spezifischen Sequenz in der 
hTRT-RNA oder dem Gen «komplementar>» ist (d.h. lang genug, um ine stabile Dreifach-Helix bilden 
zu konnen, jedoch kurz genug, in Abhangigkeit von der Art der Zulieferung, um, falls gewQnscht, in vivo 
verabreicht werden zu konnen). In diesem Zusammenhang bedeutet «komplementar» die Fahigkeit zur 
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Bildung einer stabilen Dreifach-Helix. In einer Ausfuhrungsform werden Oligonucleotide so entworfen, 
dass sie spezifisch an die regulatorischen Bereiche des hTRT-Gens (z.B. die hTRT-5'-flankierende Se- 
quenz, Promotoren und Enhancer) Oder die Transkriptions-lnitiationsstelle (z.B. zwischen -10 und +10 
von der Transkriptionsinitiationsstelle) spezifisch binden. Bezuglich eines Obersichtsartikels neuerer the* 
5 rapeutischer Fortschritte, b i denen Triplex-DNA verwendet wird, siehe Gee et aL in Huber und Carr, 
1994, Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co., Mt. Kisco NY und Rininsland et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94 (1997), 5854, wobei beide Dokumente durch Bezugnahme als Be- 
standteil dieser Beschreibung anzusehen sind. 

10 c) Ribozyme 

Die vorliegende Erfindung stellt auch Ribozyme bereit, die zur Hemmung von Telomerase-Aktivitat 
von Nutzen sind. Die erfindungsgemassen Ribozyme binden, spalten spezifisch und inaktivieren hTRT- 
mRNA. Nutzliche Ribozyme konnen 5'- und 3'-terminale Sequenzen umfassen, die zu der hTRT-mRNA 
15 komplementar sind, und diese konnen vom Fachmann auf der Basis der hier beschriebenen hTRT- 
mRNA-Sequenz konstruiert werden (siehe PCT-Veroffentlichung WO 93/23 572, a.a.O.). Zu den erfin- 
dungsgemassen Ribozymen gehoren Ribozyme mit den Merkmalen der Gruppe l-lntron-Ribozyme 
(Cech, Biotechnology 13 (1995), 323) und «hammerhead»-Ribozyme (Eogington, Biotechnology 10 
(1992), 256). 

20 Zu den erfindungsgemassen Ribozymen zahlen Ribozyme mit Spaltstellen wie GUA, GUU und GUC. 
Zu weiteren optimalen Spaltstellen fur die Ribozym-vermittelte Hemmung von Telomerase-Aktivitat ge- 
mass der vorliegenden Erfindung gehoren jene, die in den PCT-Veroffentlichungen WO 94/02 595 und 
WO 93/23 569 beschrieben sind, wobei beide Dokumente durch Bezugnahme als Bestandteil dieser Be- 
schreibung anzusehen sind. Kurze RNA-Oligonucleotide mit einer Lange von 15 und 20 Ribonucleoti- 

25 den, die einem Bereich des Ziel-hTRT-Gens entsprechen, der eine Spaltstelle enthalt, konnen bezuglich 
Sekundarstrukturmerkmalen, die zu wunschenswerteren Oligonucleotiden fuhren, bewertet werden. Die 
Eignung der Spaltstellen kann auch durch Testen der Zuganglichkeit zur Hybridisierung mit komplemen- 
taren Oligonucleotiden bewertet werden, wobei «Ribonuclease- Protection "-Assays angewandt werden, 
oder indem die Ribozym-Aktivitat in vitro gemass auf dem Fachgebiet bekannter Standardverfahren ge- 

30 testet wird. 

Wie von Hu et al., PCT-Veroffentlichung WO 94/03 596 beschrieben, konnen «antisense>»- und Ribo- 
zym-Funktionen in einem einzigen Oligonucleotid kombiniert werden. Dieses Dokument ist hier ebenfalls 
durch Bezugnahme als Gegenstand dieser Beschreibung anzusehen. Daruber hinaus konnen Ribozyme 
eine oder mehrere modifizierte Nucleotide oder modifizierte Bindungen zwischen Nucleotiden umfassen, 
35 wie dies vorstehend im Zusammenhang mit der Beschreibung von veranschaulichenden erfindungsge- 
massen Oligonucleotiden beschrieben ist. 

In einer Ausfuhrungsform werden die erfindungsgemassen Ribozyme in vitro erzeugt und in eine Zel- 
le oder einen Patienten eingefuhrt. In einer anderen Ausfuhrungsform werden Gentherapieverfahren zur 
Expression von Ribozymen in einer Zielzelle ex vivo oder in vivo angewandt. 

40 

d) Verabreichung von Oligonucleotiden 

Typischerweise gehort zu den erfindungsgemassen therapeutischen Verfahren die Verabreichung ei- 
nes Oligonucleotids das so wirkt, dass es unter physiologischen Bedingungen in vivo Telomerase-Aktivi- 

45 tat hemmen oder stimulieren kann und das unter diesen Bedingungen fur einen Zeitraum, der fur eine 
therapeutische Wirkung ausreicht, relativ stabil ist. Wie bereits vorstehend angegeben, konnen modifi- 
zierte Nucleinsauren bei der Verleihung einer solchen Stabilitat von Nutzen sein, aber auch fur die ge- 
zielte Zulieferung des Oligonucleotids an das gewunschte Gewebe, Organ oder die gewunschte Zelle. 
" Oligo- und Polynucleotide konnen direkt als Arzneimittel in einer geeigneten pharmazeutischen For- 

50 mulierung zugeliefert werden, oder indirekt durch Mittel zur Einfuhrung einer Nucleinsaure in eine Zelle, 
wozu Liposome, Immunliposome, ballistische Verfahren, die direkte Aufnahme in Zellen etc., so wie dies 
hier beschrieben ist, gehoren. Zur Behandlung einer Erkrankung werden die erfindungsgemassen Oli- 
gonucleotide an den Patienten in einer therapeutisch wirksamen Menge verabreicht. Eine therapeutisch 
wirksame Menge ist die Menge, die ausreicht, urn die Krankheitssymptome zu lindern oder die Telome- 

55 rase-Aktivitat in der Zielzelle zu modulieren, wie dies beispielsweise unter Verwendung eines TRAP-As- 
says oder anderer geeigneter Assays bezuglich der biologischen Funktion von Telomerase bestimmt 
werden kann. Fur die Zulieferung von Oligonucleotiden fur therapeutische Zwecke geeignete Verfahren 
sind in dem US-Patent 5 272 065, das hiermit durch Bezugnahme als Bestandteil dieser Beschreibung 
anzusehen ist, beschrieben. Weitere Details bezuglich der Verabreichung von pharmazeutisch aktiven 

60 Verbindungen sind nachstehend beschrieben. In einer weiteren Ausfuhrungsform konnen Oligo- und Po- 
lynucleotide unter Verwendung von Gentherapie und der erfindungsgemassen rekombinanten DNA-Ex- 
pressionsplasmide zugeliefert werden. 

65 • I 
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3) Gentherapie 

Gentherapie bezieht sich auf die Einfuhrung eines ansonsten exogenen Poly nucleoids, das auf die 
(typischerweise) Sauger-Zelle(n), in das (die) es uberfuhrt wird, eine medizinisch nutzliche phanotypi- 

5 sche Auswirkung hat. Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Bereitstellung von Gentherapie- 
verfahren und Zusammensetzungen fur die Behandlung von Telomerase assoziierten Zustanden. In ver- 
anschaulichenden Ausfuhrungsformen gehort zu der Gentherapie die Einfuhrung eines Vektors in eine 
Zelle, der ein hTRT-Genprodukt exprimiert (z.B.ein hTRT-Protein, das im wesentlichen dem hTRT-Poly- 
peptid mit einer Sequenz von SEQ. ID. Nr. 2 gleicht, beispielsweise urn Telomerase-Aktivitat zu stei- 

10 gern, oder ein inhibitorisches hTRT-Polypeptid zur Herabsetzung der Aktivitat), die Expression einer Nu- 
cleinsaure mit einer Sequenz eines hTRT-Gens Oder einer hTRT-mRNA (z.B. einer «antisense»-RNA, 
um beispielsweise Telomerase-Aktivitat herabzusetzen), die Expression eines Polypeptids Oder Polynu- 
cleotids, das auf andere Weise die Expression von hTRT-Genprodukten beeinflusst (z.B. ein Ribozym, 
das zur Herabsetzung von Telomerase-Aktivitat gegen hTRT-MRNA gerichtet ist) Oder den Austausch, 

15 oder das Unterbrechen einer endogenen hTRT-Sequenz (z. B. «gene replacement" und «gene knock- 
out"). Fur den Fachmann sind nach Lesen dieser Beschreibung zahlreiche weitere Ausfuhrungsformen 
offensichtlich. In einer Ausfuhrungsform wird auch ein hTR-codierender Vektor eingefuhrt. In einer weite- 
ren Ausfuhrungsform werden auch Telomerase-^ssoziierte Proteine codierende Vektoren mit oder ohne 
einen Vektor fur hTR eingefuhrt. 

20 Fur die hTRT-Gentherapie nutzliche Vektoren konnen viral oder nicht-viral sein. Dazu zahlen die im 
Zusammenhang mit den erfindungsgemassen hTRT-Expressionssystemen vorstehend beschriebenen 
Vektoren. Es ist fur den Fachmann offensichtlich, dass Gentherapie-Vektoren Promotoren und andere 
regulatorische oder fur die Prozessierung benotigte Sequenzen umfassen konnen, beispielsweise die 
hier beschriebenen. Oblicherweise umfassen die Vektoren einen Promotor und gegebenenfalls einen 

25 Enhancer (unabhangig von einem Enhancer, der innerhalb der Promotorsequenzen bereits vorhanden 
ist), die zur Steuerung der Transkription eines Oiigoribonucleotids dienen, sowie weitere regulatorische 
Elemente, die fur die Beibehaltung des Vektors als Episom oder fur die chromosomale Integration und 
Transkription auf hohem Niveau sorgen, falls erwunscht Ein fur die Gentherapie nutzliches Plasmid 
kann weitere funktionelle Elemente umfassen, beispielsweise selektierbare Marker, Identifizierungsberei- 

30 che und weitere Sequenzen. Zusatzliche Sequenzen konnen eine Rolle dabei spielen, sowohl ausser- 
halb als auch innerhalb der Zelle Stabilitat zu verleihen, um fur die zielgerichtete Zulieferung von hTRT- 
Nucleotidsequenzen («sense» oder «antisense») zu einem gewunschten Organ, Gewebe oder einer 
Zelipopulation zu bewirken, oder den Eintritt in eine Zelle, in den Nucleus einer Zelle und/oder die Inte- 
gration innerhalb nuclearer DNA zu vermitteln. 

35 Beispielsweise konnen Aptamer-ahnliche DNA-Strukturen oder andere Stellen der Einheiten, die Pro- 
teine binden, dazu verwendet werden, um die Bindung eines Vektors an Zelloberflachenrezeptoren oder 
an Serumproteine zu vermitteln, die an einen Rezeptor binden, wodurch die Effizienz des DNA-Trans- 
fers in die Zelle erhoht wird. Andere DNA-Stellen und Strukturen konnen direkt oder indirekt an Rezep- 
toren in der nuclearen Membran oder an andere Proteine, die in den Nucleus wandern, binden, wo- 

40 durch die nucleare Aufnahme eines Vektors erieichtert wird. Andere DNA-Sequenzen konnen direkt 
oder indirekt die Effizienz der Integration beeinflussen. 

Geeignete Vektoren fur die Gentherapie konnen einen Replikationsursprung besitzen oder auch nicht. 
Beispielsweise ist es nutzlich fur die Vermehrung des Vektors vor der Verabreichung an einen Patienten 
einen Replikationsursprung in einen Vektor einzubauen. Der Replikationsursprung kann jedoch oft vor 

45 der Verabreichung entfernt werden, wenn der Vektor so entworfen ist, dass er sich in die chromosomale 
DNA des Wirts integrieren soil oder an die mRNA oder DNA des Wirts binden soil. In einigen Situatio- 
nen (z.B. bei Tumorzellen) mag es nicht notwendig sein, dass sich die exogene DNA in die transduzier- 
te Zelle stabil integriert, da eine transiente Expression ausreichen kann, um Zellen abzutoten. 

Wie bereits erwahnt, stellt die vorliegende Erfindung auch Verfahren und Reagenzien fur die «gene 

50 replacement»-Therapie zur Verfugung (d.h. der Austausch eines endogenen hTRT-Gens gegen ein re- 
kombinantes Gen durch homologe Rekombinaton). Es konnen dafur speziell fur eine Integration durch 
homologe Rekombination entworfene Vektoren verwendet werden. Zu den fur die Optimierung der ho- 
mologen Rekombination wichtige Faktoren zahlen das Ausmass der Sequenzidentitat und die Lange der 
Homologie zu chromosomalen Sequenzen. Die spezifische, die homologe Rekombination vermittelnde 

55 Sequenz ist ebenfalls wichtig, da eine Integration in transkripttonell aktive DNA wesentlich leichter statt- 
findet. Verfahren und Substanzen zur Konstruktion von Konstrukten fur eine zielgerichtete homologe Re- 
kombination sind beispielsweise beschrieben in Mansour et a)„ Nature 336 (1988), 348; Bradley et al., 
Bio/Technology 10 (1992), 534 und daruber hinaus in US-Patent Nr. 5 627 059; 5 487 992, 5 631 153 
und 5 464 764. In einer Ausfuhrungsform umfasst die «gene replacement »-Therapie die Anderung oder 

60 den Austausch aller regulatorischen Sequenzen oder eines Teils davon, die die Expression des zu re- 
gulierenden hTRT-Gens kontrollieren. Beispielsweise konnen die hTRT-Promotorsequenzen (z.B. solche, 
die. in SEQ. ID. Nr. 6 (Fig. 21) vorkommen) unterbrochen werden (um so die hTRT-Expression zu ver- 
ringem oder eine Kontrollstelle fur die Transkription zu eliminieren) oder gegen einen exogenen Promo- 
tor ausgetauscht sein, beispielsweise um die hTRT-Expressicm zu erhohen. 

65 Die Erfindung stellt auch Verfahren und Reagenzien fur den hTRT-«gene knockout** bereit (d.h. die 
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Deletion Oder Unterbrechung eines endogenen hTRT-Gens durch homologe Rekombination unter Ver- 
wendung eines rekombinant hergestellten Vektors). Bei diesem «gene knockout" konnen die als Ziel in 
Betracht gezog nen Sequenzen regulatorische Sequenzen sein (z.B. der hTRT-Promotor) oder RNA- 
oder Protein-codierende Sequenzen. Die Veranderung der Expression von endogenen Genen durch ho- 
5 mologe Rekombination ist ausfuhrlich beschrieben in dem US-Patent Nr. 5 272 071 (und den vorste- 
hend zitierten US-Patenten), WO 91/09 955, wo 93/09 222, WO 96/29 411, WO 95/31 560 und WO 91/ 
12 650. Siehe auch Moynahan et al., Hum. Mol. Genet. 5 (1996) 875. 

Die vorliegende Erfindung stellt ferner Verfahren zur spezifischen Abtdtung Telomerase-positiver Zel- 
len oder zur Verhinderung der Transformation von Telomerase-negativen Zellen zu einem Telomerase- 
10 positiven Status bereit, wobei der hTRT-Genpromotor zur Regulation der Expression eines fur die Zelle 
toxischen Proteins verwendet wird. Wie in Beispiel 14 gezeigt, kann eine hTRT-Promotorsequenz mit ei- 
nem Reportergen funktionell verknupft sein, so dass die Aktivierung des Promotors zur Expression des 
von dem Reportergen codierten Proteins fuhrt. Falls anstelle eines Reporterproteins das codierte Protein 
• fur die Zelle toxisch ist, fuhrt die Aktivierung des Promotors zur Zellmorbiditat oder zum Tod der Zelle. 

15 - Bei einer erfindungsgemassen Ausfuhrungsform wird ein Vektor, der ein ein toxisches Protein codieren- 
des Gen umfasst, das mit einem hTRT-Promotor funktionell verknupft ist in Zellen, wie menschliche Zel- 
len, beispielsweise Zellen in einem menschlichen Patienten, eingefuhrt, was zum Zelltod bei denjenigen 
Zellen fuhrt, in denen hTRT-Promotor aktivierende Faktoren exprimiert werden, wie beispielsweise 
Krebszellen. Bei einer verwandten Ausfuhrungsform ist das codierte Protein selbst nicht toxisch fur eine 

20 Zelle, codiert jedoch eine Aktivitat, die die Zelle gegenuber einem ansonsten nicht-toxischen Wirkstoff 
empfindlich macht. Tumore konnen beispielsweise durch Einfuhrung eines hTRT-Promotor-Herpes-Thy- 
midinkinase (TK)-Genfusionskonstrukts in Tumorzellen und die Verabreichung von Gangcyclovir oder 
des Aquivalents behandelt werden (siehe beispielsweise Moolton und Wells, J. Natl. Cane. Inst. 82 
(1990), 297). Auf dem Fachgebiet sind auch zahlreiche weitere geeignete toxische oder potentiell toxi- 

25 sche Proteine und Systeme bekannt (wobei sich von hTRT unterscheidende Promotorsequenzen ver- 
wendet werden), die vom Fachmann nach Lesen dieser Beschreibung gemass der vorliegenden Erfin- 
dung modifiziert und verabreicht werden konnen. 

Vektoren fur die Gentherapie konnen in Zellen oder Gewebe in vivo, in vitro oder ex vivo eingefuhrt 
werden. Fur die ex vivo-Therapie konnen Vektoren in von dem Patienten entnommene Stammzellen 

30 eingefuhrt werden und fur die autologe Rucktransplantation in den selben Patienten clonal propagiert 
werden (siehe beispielsweise die US-Patente 5 399 493 und 5 437 994, wobei durch Bezugnahme die- 
se Dokumente als Bestandteil der Beschreibung angesehen werden konnen). Zu den Zellen, die als Ziel 
fur die hTRT-Gentherapie mit dem Ziel der Steigerung der Telomerase-Aktivitat in einer Zielzelle in Be- 
tracht kommen, zahlen, allerdtngs ohne Beschrankung darauf, Embryonalzellen oder Keimzellen, insbe- 

35 sondere Primatenzelien oder menschliche Zellen, wie vorstehend angemerkt, hematopoetische Stamm- 
zellen (AIDS und nach der Chemotherapie), vaskulare Endothelialzellen, (Erkrankungen der Herzgefas- 
se und zerebralen Gefasse), Hautfibroblasten und Unterhautkeratinocyten (Wundheiiung und Verbren- 
nungen) Chondrocyten (Arthritis), Hirnastrocyten und Microglialzellen (Alzheimer Krankheit), Osteobla- 
sten (Osteoporose) Retinazellen (Augenerkrankungen) und Pankreas-lnselzellen (Typ I Diabetes) sowie 

40 die in der nachstehenden Auflistung 1 aufgezahlten Zellen. 

In einer erfindungsgemassen Ausfuhrungsform wird ein mit einer TRT-codierenden Sequenz (oder 
einer Variante davon) funktionell verknupfter induzierbarer Promotor zur Modulation der Proliferati- 
onsfahigkeit von Zellen in vivo oder in vitro verwendet. In einer besonderen Ausfuhrungsform wer- 
den beispielsweise Insulin-produzierende Pankreaszellen, die mit einem hTRT-Expressionsvektor un- 

45 ter der Kontolle eines induzierbaren Promotors transfiziert sind, in einen Patienten eingefuhrt. Die 
Proliferationsfahigkeit der Zellen kann dann durch Verabreichung des den Promotor aktivierenden 
Mittels (z.B. Tetracyclin) an den Patienten kontrolliert werden, wobei dadurch sich die Zellen star- 
ker vermehren konnen, als dies ansonsten moglich gewesen ware. Die Zellproliferation kann dann, 
je nach dem, wie es von dem behandelnden Arzt gewunscht wird, beendet, fortgesetzt oder erneut 

50 initiiert werden. 

4) Vakzine und Antikorper 

Immunogene Peptide oder Polypeptide mit einer hTRT-Sequenz konnen dazu verwendet werden, urn 
55 eine anti-hTRT-lmmunantwort in einem Patienten hervorzurufen (d.h. sie konnen als Vakzin wirken), 
Beispiele fur immunogene hTRT-Peptide und Polypeptide sind nachstehend in den Beispielen 6 und 8 
beschrieben. Eine Immunantwort kann auch durch Zulieferung von Plasmidvektoren, die das gewunsch- 
te Polypeptid codieren (d.h. die Verabreichung von «nackter DNA») ausgelost werden. Die gewunschten 
Nucleinsauren konnen durch Injektion, Liposome oder andere Verabreichungsmassnahmen zugeliefert 
60 werden. In einer Ausfuhrungsform werden Immunosierungsarten ausgewahlt, die in der Versuchsperson 
bzw. dem Patienten eine auf die MHC Klasse I restringierte Antwort cytotoxischer Lymphocyten gegen 
Telomerase exprimierende Zellen auslosen. Nach der Immunisierung wird in der Person oder dem Tier 
eine erhdhte Immunantwort gegen Zellen hervorgerufen, die hohe Konzentrationen von Telomerase ex- 
primieren (z.B. maligne Zellen). 
65 Anti-hTRT-Antikorper, beispielsweis5 von der Maus, vom Menschen, oder humanisierte monoclonale 
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Antikorper konnen ebenfalls zur Erzielung einer immunantwort gegen Telomeraseexprimierende Zellen 
verabreicht werden (z.B. passive Immunisierung). 

F) Arzneimittel 

5 Verwandte Aspekte der vorliegenden Erfindung beziehen sich auf die Bereitstellung von Arzneimitteln, 
die hTRT-Oligo- und -Polynucleotide, -Polypeptide und -Antikorper, -Agonisten, -Antagonisten Oder 
-Hemmstoffe, allein oder in Kombination mit mindestens einem weiteren Mittel, wie beispielsweise einer 
stabilisierenden Verbindung, einem Verdunnungsmittel, einem Trager oder einem anderen aktiven Be- 

10 standteil oder Agens, umfassen. 

Die erfindungsgemassen Arzneimittel konnen in einem sterilen, biokompatiblen pharmazeutiscnen 
Trager, zu dem beispielsweise, jedoch ohne Beschrankung darauf, eine Kochsalzldsung, gepufferte 
Kochsalzlosung, Dextrose und Wasser gehoren, verabreicht werden. Jedes dieser Molekule kann dem 
Patienten allein verabreicht werden oder in Kombination mit anderen Mitteln, Arzneimitteln oder Hormo- 

15 nen, in Arzneimitteln, wo es mit einem oder mehreren geeigneten Exzipienten, Hilfsstoffen und/oder 
pharmazeutisch vertraglichen Tragern vermischt ist. In einer erfindungsgemassen Ausfuhrung ist der 
pharmazeutisch vertragliche Trager pharmazeutisch inert. 

Die Verabreichung der Arzneimittel kann oral oder parenteral erfolgen. Zu den Verfahren fur die par- 
enteral Verabreichung gehoren die topische, intra-arterielle (z.B. direkt zu dem Tumor), intramuskulare, 

20 subkutane, intramedullare, intrathekale, intraventrikulare, intravenose, intraperitoneale oder intranasal 
Verabreichung. Zusatzlich zu den aktiven Bestandteilen konnen diese Arzneimittel geeignete pharma- 
zeutisch vertragliche Trager umfassen, die Exzipienten und andere Verbindungen umfassen, die die 
Verarbeitung der aktiven Bestandteile zu Zubereitungen erleichtern, die pharmazeutisch verwendet wer- 
den konnen. Weitere Details bezuglich Verfahren zur Formulierung und Verabreichung konnen in der 

25 neuesten Ausgabe von « Remington's Pharmaceutical Sciences** (Maack Publishing Co., Easton PA) ge- 
funden werden. 

Arzneimittel fur die orale Verabreichung konnen unter Verwendung von auf dem Fachgebiet gut be- 
kannten pharmazeutisch vertraglichen Tragern in Dosen, die fur eine orale Verabreichung geeignet sind, 
formuliert werden. solche Trager erlauben die Formulierung der Arzneimittel als Tabletten, Pillen, Dra- 
30 gees, Kapseln, Flussigkeiten, Gele, Sirups, Aufschlammungen, Suspensionen etc., die fur die Aufnahme 
durch den Patienten geeignet sind. Siehe PCT-Veroffentlichung WO 93/23 572. 

Arzneimittel fur die orale Verwendung konnen durch die Kombination von aktiven Bestandteilen mit 
einem fasten Exzipienten, gegebenenfalls durch Mahlen eines erhaltenen Gemischs, erhalten werden 
und Weitfeverarbeitung des Granulatgemisches nach Zugabe geeigneter zusatzlichen Verbindung, urn- 
35 so, falls* erwGnscht, Tabletten oder Drageekerne zu erhalten. Geeignete Exzipienten sind Kohlenhydrat- 
od'er Protfiinfuilstoffe, dazu zahlen, allerdings ohne Beschrankung darauf, Zucker, einschliesslich Lacto- 
se, Saccharose, Mannit oder Sorbit; Starke aus Mais, Weizen, Reis, Kartoffel oder anderen Pflanzen; 
Cellulose, wie beispielsweise Methylcellulose, Hydroxypropylmethylcellulose oder Natriumcarboxymethyl- 
cellulose und Gummis, zu denen Gummi arabicum und Tragacanthharz zahlen, sowie Proteine, wie bei- 
40 spielsweise Gelatine und Collagen. Falls erwunscht, konnen den Zerfall bewirkende oder solubisterende 
Agenzien zugegeben werden, beispielsweise quer vernetztes Polyvinylpyrrolidon, Agar, Alginsaure oder 
ein Salz davon, beispielsweise Natriumalginat. 

Drageekerne werden mit geeigneten Uberzugen versehen, beispielsweise konzentrierten Zuckerlosun- 
gen. sie konnen auch Gummi arabicum, Talk, Polyvinylpyrrolidon, «Carbopol»-Gel, Polyethylenglykol 
undfoder Titandioxid, Lackldsungen und geeignete organische Losungsmirtel oder Losungsgemische 
enthalten. Zu den Uberzugen fur die Tabletten oder Dragees konnen Farbstoffe oder Pigmente zugefugt 
werden, urn das Produkt zu kennzeichnen oder die Menge an aktivem Wirkstoff (d.h. die Dosierung) zu 

kennzeichnen. ~ , , ■ 

Zu den oral zu verwendenden Arzneimitteln gehoren aus Gelatine hergestellte Steckkapseln sowie 
50 weiche verschlossene Kapseln, die aus Gelatine und einem Uberzug aus Glycerin oder Sorbit hergestellt 
sind Steckkapseln konnen die aktiven Bestandteile, vermischt mit einem Fullstoff oder Bindemitteln ent- 
halten dazu gehoren Lactose oder Starken, Gleitmittel, wie Talg oder Magnesiumstearat, und gegebe- 
nenfalls Stabilisatoren. In weichen Kapseln konnen die aktiven Verbindungen in geeigneten Flussigkeiten 
gelost oder suspendiert sein, beispielsweise in Fettsauren, flussigem Paraffin oder flussigem Polyethy- 
55 lenglykol mit oder ohne Stabilisatoren. Zu den Arzneimitteln fur die parenterale Verabreichung gehoren 
wassrige Losungen mit aktiven Verbindungen. Fur die Injektion kann das erfindungsgemasse Arzneimit- 
tel in wassrige Losungen formuliert werden, vorzugsweise in physiologisch kompatible Puffer, wie bei- 
spielsweise Hank's-Losung, Ringer-Losung oder in physiologisch gepufferter Kochsalzlosung. Wassrige 
Suspensionen fur die Injektion konnen Substanzen enthalten, die die Viskositat der Suspension erhohen, 
60 wie beispielsweise Natriumcarboxymethylcellulose, Sorbit oder Dextran. Zusatzlich konnen Suspensionen 
der aktiven Verbindungen als geeignete olige Injektionssuspensionen hergestellt werden. Zu den geeig- 
neten lipophilen Losungsmitteln oder Vehikeln g horen Fettsauren, wie beispielsweise Sesamol oder 
synthetische Fettsaureester, wie beispielsweise Ethyloleat oder Triglyceride oder Liposome. Gegebenen- 
falls konnen die Suspensionen auch geeignete Stabilisatoren enthalten, ode; Mittel, die die Loslichkeit 
65 der Verbindungen erhohen, urn so die Herstellung von hochkonzentrierten Losungen zu gestatten. 
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Fur die topische Oder nasale Verabreichung werden in der Formulierung Penetrantien verwendet, die 
fur die spezifische zu durchdringenden Barrieren geeignet sind. Solche Penetrantien sind auf dem Fach- 
gebiet allgemein bekannt. 

Die erfindungsgemassen Arzneimittel konnen durch Verfahren, die den auf dem Fachgebiet bekann- 
5 ten Verfahren gleichen, hergesteilt werden (z.B. durch ubliche Vermischungs-, Losungs-, Granulierungs-, 
Drageeherstellungs-, Pulverisierungs-, Emulgierungs-, Einkapselungs-, Einschluss- Oder Lyophilisie- 
rungsverfahren). 

Die Arzneimittel konnen a!s ein Salz bereitgestellt werden und konnen mit vielen Sauren hergesteilt 
werden, dazu zahlen, allerdings ohne Beschrankung darauf, Salzsaure, Schwefelsaure, Essigsaure, 

10 Milchsaure, Weinsaure, Apfelsaure, Bernsteinsaure etc. Salze neigen dazu, in wassrigen oder anderen 
protonischen Losungsmitteln loslicher zu sein als die entsprechende Form der freien Base. In anderen 
Fallen kann die bevorzugte Zubereitung ein lyophilisiertes Pulver in 1 mM-50 mM Histidin,' 0,1% bis 2% 
Saccharose, und 2% bis 7% Mannit bei einem pH-Wert im Bereich von 4,5 bis 5,5 sein, das vor der 
Verwendung mit einem Puffer kombiniert wird. 

15 Nach der Herstellung der Arzneimittel, die eine in einem vertraglichen Trager formulierte erfindungs- 
gemasse Verbindung umfassen, konnen sie in einen geeigneten Behalter gegeben und entsprechend 
der Behandlung eines angegebenen Krankheitszustands markiert werden. Bet der Verabreichung von 
menschlichen Telomerase-Proteinen und -Nucleinsauren wurde zu einer solchen Markierung die Angabe 
der Menge und Haufigkeit der Verabreichung sowie des Verabreichungsverfahrens zahlen. 

20 Zu den fur die erfindungsgemasse Verwendung geeigneten Arzneimitteln zahlen Zusammensetzun- 
gen, bei denen die aktiven Bestandteile zur Erzielung des gewunschten Zwecks in einer wirksamen 
Menge enthalten sind. «Therapeutisch wirksame Menge» oder «pharmakologisch wirksame Menge» t 
sind allgemein gebrauchliche Ausdrucke und beziehen sich auf die Menge eines Agens, der das ge- 
wunschte pharmakologische Ergebnis wirksam hervorrufen kann. Somit ist eine therapeutisch wirksame 

25 Menge eine Menge, die ausreicht, urn die Symptome der zu behandelnden Erkrankung zu verbessern. 

Ein nutzliches Assay zur Bestimmung einer wirksamen Menge fur eine vorgegebene Anwendung 
(z.B. einer therapeutisch wirksamen Menge) besteht in der Messung des Effekts auf Telomerase-Aktivi- 
tat in einer Zielzelle. Die tatsachlich verabreichte Menge hangt von der zu behandelnden Person ab und 
stellt vorzugsweise eine so optimierte Menge dar, dass der gewunschte Effekt ohne wesentliche Neben- 

30 wirkungen erzielt wird. Die Bestimmung einer therapeutisch wirksamen Dosis liegt im Bereich der Fahig- 
keiten des Fachmanns. 

Fur jede beliebige Verbindung kann die therapeutisch wirksame Dosis anfanglich entweder in Zellkul- 
turassays oder mittels eines geeigneten Tiermodells bestimmt werden. Das Tiermodell wird auch dazu 
verwendet, urn einen geeigneten Konzentrationsbereich und einen geeigneten Verabreichungsweg zu 

35 ermitteln. So gewonnene Informationen konnen dann dazu verwendet werden, nutzliche Dosen und Ver- 
abreichungswege im Menschen zu bestimmen. 

Eine therapeutisch wirksame Menge bezieht sich auf die Menge an Protein, Polypeptid, Peptid, Anti- 
korper, Oligo- oder Polynucleotid, Agonist oder Antagonist, die die Symptome oder den Zustand bes- 
sert. Die therapeutische Wirksamkeit und Toxizitat solcher Verbindungen kann durch pharmazeutische 

40 Standardprozeduren in Zellkulturen oder an Versuchstieren bestimmt werden (z.B. ED50, die in 50% 
der Population therapeutisch wirksame Dosis; und LD50, die in 50% der Population todliche Dosis). Der 
therapeutische Index bezeichnet das Dosisverhaltnis zwischen therapeutischen und toxischen Wirkun- 
gen und es kann als das Verhaltnis ED5O/LD50 ausgedruckt werden. Pharmazeutische Zusammenset- 
zungen, die einen grossen therapeutischen Index aufweisen, sind bevorzugt. Die von Zellkulturassays 

45 und Tierstudien gewonnenen Daten werden zur Bestimmung des Dosierungsbereichs fur die Anwen- ) 
dung beim Menschen verwendet. Die Dosierung solcher Verbindungen liegt vorzugsweise innerhalb ei- 
nes Bereichs von Umlaufkonzentrationen, die die ED50 einschliessen, mit einer geringen oder keiner 
Toxizitat. Die Dosierung variiert innerhalb dieses Bereichs in Abhangigkeit von der angewandten Dosie- 
rungsform, der Empfindlichkeit des Patienten und des Verabreichungswegs. 

50 Die exakte Dosierung wird von dem jeweiiigen Arzt indivduell fur den zu behandelnden Patienten 
ausgewahlt. Die Dosierung und Verabreichung werden so eingestellt, dass sie einen ausreichenden 
Spiegel der aktiven Einheit bereitstellen, oder den gewunschten Effekt aufrechterhalten. 

Zu den zusatzlichen Faktoren, die beachtet werden mussen, zahlen die Schwere des Krankheitszu- 
stands (beispielsweise die Tumorgrosse und -Lage; das Alter, das Gewicht und Geschlecht des Patien- 

55 ten; die Ernahrung sowie der Zeitpunkt und die Haufigkeit der Verabreichung, die Kombination(en) von 
Arzneimittel, Reaktionsempfindlichkeit und Toleranz gegenuber bzw. Ansprechen auf die Therapie). 
Langwirkende Arzneimittel konnen alle 3 bis 4 Tage verabreicht werden, jede Woche, oder einmal aile 2 
• Wochen in Abhangigkeit von der Halbwertszeit und der «clearance»-Rate der speziellen Formulierung. 
Eine Anleitung bezuglich spezieller Dosierungen und Darreichungsverfahren ist in der Literatur zu finden 

60 (siehe US-Patent Nr. 4 657 760, 5 206 344 und 5 225 212, wobei diese Dokumente durch Bezugnah- 
me als Bestandteil dieser Beschreibung angesehen werden konnen). Der Fachmann wird fur Nucleotide 
andere Formulierungen verwenden als fur Proteine oder ihre Inhibitor n. Genauso ist die Verabreichung 
von Polynucleotiden oder Polypeptiden spezifisch fur bestimmte Zellen, Zustande, Lagen etc. 
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VIII. Die Steigerung <ter Proliferationsfahigkeit und die Hersteliung von immortalisierten Zellen, 
Zellinien und Tierea 

Wie bereits vorstehend diskutiert, zeigen die meisten Vertebratenzellen nach iner begrenzten Anzahl 

5 von Teilungen in der Kultur (z.B. 50 bis 100 Teilungen) Seneszenz. Bestimmte Zellvarianten konnen 
sich jedoch in Kultur unbegrenzt teilen (z.B. HeLa-Zellen, 293-Zellen) und sind aus diesem Grund von 
Nutzen fur die Forschung und industrielle Anwendung. Gewdhnlich werden solche unsterblichen Zellini- 
en von spontan entstehenden Tumoren Oder nach Transformation durch Exposition gegenuber Strah- 
lung Oder einem Tumor-induzierenden Virus oder einer Tumor-induzierenden Chemikalie erhalten.Lei- 

10 der steht nur eine begrenzte Auswahl von Zellinien, insbesondere von menschlichen Zellinien, die diffe- 
renzierte Zellfunktion zeigen, zur Verfugung. Daruber hinaus sind die zur Zeit verfugbaren unsterblichen 
Zellinien durch chromosomale Anomalien gekennzeichnet (z.B. Aneuploidie, Gen-Rearrangements oder 
Mutationen). Ferner sind viele der bereits lang etablierten Zellinien relativ undifferenziert (z.B. stellen sie 
nicht solch hochspezialisierte Produkte her, die fur bestimmte Gewebe oder Organe einzigartig sind). Es 

15 besteht somit ein Bedarf an neuen Verfahren zur Erzeugung unsterblicher Zellen, insbesondere 
menschlicher Zellen. Eine Verwendung von immortalisierten Zellen bezieht sich auf die Hersteliung von 
naturlichen Proteinen und rekombinanten Proteinen (z.B. therapeutische Polypeptide) oder Antikorper, 
fur die eine stabile genetisch normale Zellinie bevorzugt wird. Fur die Hersteliung einiger rekombinanter 
Proteine konnen auch spezialisierte Zelltypen bevorzugt werden (z.B. Pankreaszellen fur die Hersteliung 

20 von menschlichem Insulin). Eine weitere Verwendungsmoglichkeit fur immortalisierte Zellen ist die Ein- 
fuhrung in einen Patienten fur eine Gentherapie oder fur den Austausch von erkrankten oder beschadig- 
ten Zellen oder Gewebe. Beispielsweise konnen autologe Immunzellen, die beispielsweise em erfin- 
dungsgemasses rekombinantes hTRT-Gen oder Polypeptid enthalten oder exprimieren fur einen Zell- 
austausch in einem Patienten nach einer aggressiven Krebstherapie, beispielsweise nach der 

25 Bestrahiung des gesamten Korpers, verwendet werden. Eine weitere Verwendungsmoglichkeit fur im- 
mortalisierte Zellen besteht in der ex vivo-Herstellung von «kunstlichen>» Geweben oder Organen (z.B. 
Haut) fur eine therapeutische Anwendung. Eine weitere Verwendung solcher Zellen besteht im Scree- 
nen nach Wirkstoffen oder der Bestatigung der Wirkung von Wirkstoffen, beispielsweise Telomerase- 
hemmenden Wirkstoffen, oder bei der Hersteliung von Vakzinen. Fur den Fachmann sind weitere Ver- 

30 wendungsmoglichkeiten der erfindungsgemassen Zellen offensichtlich. 

Die erfindungsgemassen immortalisierten Zellen und Zellinien sowie solche mit lediglich erhohter Re- 
plikationsfahigkeit werden durch Steigerung von Telomerase-Aktivitat in der Zelle erzeugt. Es kann da- 
bei jedes hier beschriebene Verfahren zur Steigerung von Telomerase-Aktivitat angewendet werden. So- 
mit werden in einer Ausfuhrungsform Zellen durch Steigerung der Menge an hTRT-Polypepttd in der 

35 Zelle immortalisiert. In einer Ausfuhrungsform wird der hTRT-Spiegel durch Einfuhrung eines hTRT-Ex- 
pressionsvektors in die Zelle (wobei gelegentlich eine stabile Transfektion bevorzugt wird) erhoht. Wie 
bereits vorstehend diskutiert ist die hTRT-codierende Sequenz normalerweise mit einem Promotor funk- 
tionell verknupft, der in der Zelle induzierbar oder konstitutiv aktiv sein kann. 

In einer Ausfuhrungsform umfasst ein Polynucleotid eine Sequenz, die ein Polypeptid der SEQ. ID. 

40 Nr. 2 umfasst, wobei die Sequenz mit einem Promotor (z.B. einem konstitutiv exprimierten Promotor, 
z.B. eine Sequenz von SEQ. ID. Nr. 6 (Fig. 6)) funktionell verknupft ist und wobei das Polynucleotid in 
die Zelle eingefuhrt wird. In einer Ausfuhrungsform umfasst das Polynucleotid eine Sequenz von SEQ. 
ID. Nr. 1. Vorzugsweise enthalt das Polynucleotid Polyadenyiierungs- und Terminationssignale. In weite- 
ren Ausfuhrungsformen sind zusatzliche Elemente, wie Enhancer oder solche wie sie vorstehend disku- 

45 tiert wurden, enthalten. In einer alternativen Ausfuhrungsform enthalt das Polynucleotid ketne Promotor- 
sequenz, wobei dann eine solche Sequenz durch das endogene Genom der Zielzelle nach Integration 
(z.B. durcto Rekombination, z.B. homologe Rekombination) des eingefuhrten Polynucleotids bereitgestellt 
wird. Das (Polynucleotid kann durch jedes beliebige Verfahren in die Zielzelle eingefuhrt werden, dazu 
zahlen dii© hier beschriebenen Verfahren (wie beispielsweise Lipofektion, Elektroporation, Virosome, Li- 

50 posome,, Ihnmunliposome, Polykation/Nucleinsaure-Konjugate, nackte DNA). 

Unter Verwendung der erfindungsgemassen Verfahren kann eine beliebige Vertebraten-Zelle dazu 
gebracht werden, eine gesteigerte Proliferationsfahigkeit zu zeigen oder sogar immortalisiert zu sein und 
in Kultur unbegrenzt erhalten zu bleiben. In einer Ausfuhrungsform sind die Zellen Saugerzellen, wobei 
fur viele Anwendungen menschliche Zellen bevorzugt sind. Zu den menschlichen Zellen, die immortali- 

55 siert werden konnen, gehoren die in Auflistung 1 aufgezahlten Zellen. 

Naturlich konnen die nachstehend beschriebenen erfindungsgemassen «diagnostischen» Assays dazu 
verwendet werden, urn die erfindungsgemassen immortalisierten Zellen zu identifizieren und zu charak- 
terisieren. 
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Auflistung 1 

Menschliche Zellen, in denen die hTRT-Expression gesteigert werden kann 
Hornbildende Epithel-Zellen 

5 

Keratinocyten der Epidermis (sich differenzierende Epidermiszellen) 
Basalzellen der Epidermis (Stammzellen) 
Keratinocyten der Fingernagel und Zehennagel 
Basalzellen des Nagelbetts (Stammzellen) 
10 Zellen des Haarschafts 

medullare, kortikale, kutikulare Zellen; Zellen der Haarwurzelscheide, kutikulare Zellen, Zellen der Hux- 
ley-Schicht, externe Zellen der Henle-Schicht; Haarkeimzellen (Stammzellen) 

Zellen der feuchten mehrschichtigen Grenzepithele 

15 

Oberflachen-Epithelzellen des mehrschichtigen Plattenepithels der Zunge, der Mundhdhle, der Speise- 
rohre, des Analkanals, der distalen Harnrdhre, der Vagina 
Basalzellen dieser Epithele (Stammzellen) 
Zellen des ausseren Hornhautepithels 
20 Zellen des Harnepithels (das die Blase und die Harnleiter auskleidet) 

Epithelzellen, die auf die exokrine Sekretion spezialisiert sind j 

Zellen der Speicheldrusen 
25 schleimsezemierende Zellen (Sekret reich an Polysacchariden) 
serose Drusenzellen (Sekret reich an Glycoproteinenzymen) 

Zellen der von Ebner-Drusen in der Zunge (Sekret umspult die Geschmacksknospen) 

Zellen der Brustdruse, sezernieren Milch 

Zellen der Tranendruse, sezernieren Tranen 
30 Zellen der Zeruminaldruse des Ohres, sezernieren Zerumen 

Zellen der ekkrinen Schweissdrusen, sezernieren Glycoproteine (dunkle Zellen) 

Zellen der ekkrinen Schweissdrusen, sezernieren kleine Molekule (helle Zellen) 

Zellen der apokrinenSchweissdrusen (Duftsekret, Geschlechtshormon-sensitiv) 

Zellen der Moll-Drusen im Augenlid (spezialisierte Schweissdruse) 
35 Zellen der Talgdrusen, sezernieren Lipid-reiches Sebum 

Zellen der Bowman-Drusen in der Nase (Sekret umspult das Riechepithel) 

Zellen der Brunner-Drusen im Duodenum, sezernieren alkaiische Losung bestehend aus Schleim und 
Enzymen 

Zellen der Samenblase, sezernieren Bestandteile der Samenfiussigkeit einschliesslich Fructose (als 
40 Treibstoff fur darin schwimmende Spermien) 

Zellen der Vorsteherdruse, sezernieren andere Bestandteile der Samenfiussigkeit 

Zellen der Bulbourethraldruse, sezernieren Schleim 

Zellen der Bartholin-Druse, sezernieren Vaginalsekret 

Zellen der Littre-Druse, sezernieren Schleim 
45 Zellen der Uterusschleimhaut, sezernieren vornehmlich Kohlenhydrate ! 

isolierte Becherzellen des Atmungs- und Verdauungstrakts, 

sezernieren Schleim 

schleimsezemierende Zellen der Magenschleimhaut 
Hauptzellen der Magendrusen, sezernieren Pepsinogen 
50 Parietalzellen der Magendrusen, sezernieren HCI 

Acinuszellen der Bauchspeicheldruse, sezernieren Verdauungsenzyme und Bicarbonat 
Paneth-Zellen des Dunndarms, sezernieren Lysozym 

Typ-ll-Alveolarzellen der Lunge, sezernieren Surfactant Clara-Zellen der Lunge 

55 Zellen, die auf die Sekretion von Hormonenspezialisiert sind 

Zellen des Hypophysenvorderlappens, sezernieren Wachstumshormon, Follikel-stimulierendes Hormon, 
luteinisierendes Hormon, Prolactin, adrenocorticotropes Hormon und thyreotropes Hormon 
Zellen des Hypophysenmittellappens, sezernieren melanocytenstimulierendes Hormon 
60 Zellen des Hypophysenhinterlappens, sezernieren Oxytocin, Vasopressin 

Zellen des Intestinums, sezernieren Serotonin, Endorphin, Somatostatin, Gastrin, Sekretin, Cholecystoki- 
nin, Insulin und Glucagon 

Zellen der Schilddruse, sezernieren Schilddrusenhormon, Calcitonin 
Zellen der Nebenschilddruse, sezernieren Parathormon, oxyphile Zelle . 
65 Zellen der Nebenniere, sezernieren Epinephrin, Norepinephrin und Steroidhormone 
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Min ralocorticoide 
Glucocorticoids 

Zellen der Gonaden, sezemieren Testosteron (Leydig-Zellen der Hoden) Ostrogen (innere Thekazellen 
des Eifollikels) Progesteron (Gelbkorperzellen des geborstenen Eifottikets) 
5 Zellen des juxtaglomerular Apparats der Niere juxtaglomerular Zellen (sezernieren Renin) 
Macuta-densa-Zellen 
peripolare Zellen 
Mesangialzellen 

10 Absorbierende Epithelzellen im Intestinum, den exokrinen Drusen und dem Urogenitaltrakt 

BOrstensaumzellen des Intestinums (mil Kleinzotten) 
mehrschichtige Ductuszellen exokriner Drusen 
Gallenblasen-Epithelzellen 
15 BOrstensaumzellen des proximalen Tubulus der Niere 
distale Tubuluszellen der Niere 
nicht-bewimperte Zellen des Ductulus efferens 
Nebenhoden-Hauptzellen 
Nebenhoden-Basalzellen 

20 

Auf Stoffwechsel und Speicherung spezialisierte Zellen 

Hepatocyten (Leberzellen) 
Fettzelien 
25 weisse Fettzelien 
braune Fettzelien 
Lipocyten der Leber 

Epithelzellen.die vornehmlich eine schutzende Funktion haben und die die Lunge, das Intestinum, die 
30 exokrinen Drusen und den Urogenitaltrakt auskleiden 

Typ-I-Pneumocyten (kleiden den Luftraum der Lunge aus) 
Pankreasgangzellen (zentroazinare Zellen) 

nicht-mehrschichtige Ductuszellen der Schweissdruse, der Speicheldruse, der Brustdruse 
35 Parietalzellen des Nierenglomerulus 
Podocyten des Nierenglomerulus 

Zellen des dunnen Segments der Henle-Schleife (in der Niere) 
Sammelrohrzellen (in der Niere) 
Ductuszellen der Samenblase, Vorsteherdruse 

40 

Epithelzellen, die geschlossene innere Korperhdhlen auskleiden 

vasculare Endothelzellen der Blutgefasse und der Lymphgefasse 
fenestrierte Zellen 
45 kontinuierliche Zellen 
Milzzelien 

Synovialzelien (kleiden die Gelenkhohlen aus, sezernieren vornehmlich Hyaluronsaure) 
Serosazellen (kleiden die Peritoneal-, Pleura- und Perikardhohle aus) 
Plattenepithelzellen, die den perilymphatischen Raum des Ohrs auskleiden 
50 Zellen, die den endolymphatischen Raum des Ohrs auskleiden 
Plattenepithelzellen 

hochprismatische Epithelzellen des Saccus endolymphaticus 

mit Kleinzotten 

ohne Kleinzotten 
55 «dunkle» Zellen 

Zellen der Reissner-Membran (die den Zellen des Plexus choroideus ahneln) 

vaskulare Stria-Basalzellen 

vaskulare Stria-von-Ebner-Halbmond-Zellen 

Claudius-Zellen 
60 Bottcher-Zellen 

Plexus-choroideus-Zellen (sezernieren Gehirn- und Ruckenmarksflussigkeit) 

Plattenepithelz Hen der weichen Hirn- und Ruckenmarkshaut 

Ziliarepithelzellen des Auges 

pigmenthaltige Zellen nicht-pigmenthaltige Zellen - 
65 Zellen des inneren Korneaepithels 
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Zilientragende Zellen mit propulsiver Funktion 
des Atmungstrakts 

der Eileiter und der Gebarmutterschleimhaut (bei der Frau) 
5 des Haller-Netzes und des Ductulus efferens (beim Mann) 

des zentralen Nervensystems (Ependymzellen, die die Hirnhohle auskleiden) 

Zellen, die auf die Sekretion extrazellularer matrix spezialisiert sind 

10 Epithelzellen: 

Ameloblasten (sezernieren den Zahnschmelz) 

Ebner-Halbmondzellen des Gleichgewichtsorgans des Ohrs (sezernieren Proteoglycan) 
Interdentalzellen des Corti-Organs (sezernieren Membrana tectoria, die die Haarzellen des Corti-Organs 
bedeckt) 

15 Nichtepithelzellen (Bindegewebe) 

Fibroblasten (verschiedene Fibroblasten des lockeren Bindegewebes, der Kornea, der Sehnen, des reti- 

kularen Bindegewebes des Knochenmarks etc.) 

Pericyten der Blutkapillaren 

Nucleus-pulposus-Zellen der Bandscheibe 
20 Cementoblasten/Cementocyten (sezernieren knochenartigen Zementum der Zahnwurzel) 

Odontoblasten/Odontocyten (sezernieren das Zahndentin) 

Chondrocyten 

Hyalinknorpel, Faserknorpel, elastische Knorpel 
Osteoblasten/Osteocyten 
25 Osteoprogenitorzellen (Stammzellen der osteoblasten) 

Hyalocyten des Glaskorpers des Auges Sternzellen deg perilymphatischen Raums des Ohres 

Kontraktionsfahige Zellen 

30 Skelettmuskelzellen 

rote Zeilen (langsam) 

weisse Zellen (schnell) 

intermediare Zellen 

Kernhaufenzellen der Muskelspindel 
35 Kernkettenzellen der Muskelspindel 

Satellitenzellen (Stammzellen) 

Herzmuskelzellen 

normale Zellen 

Knotenzellen 
40 Purkinje-Faserzellen 

Zellen der glatten Muskulatur 

Myoepithelzellen 

der Iris 

der exokrinen Drusen 

45 

Zellen des Blut- und Immunsystems 

rote Blutkorperchen 
Megakaryocyten 
50 Makrophagen 
Monocyten 

Makrophagen des Bindegewebes (verschiedene Arten) 

Langerhans-Zellen (in der Epidermis) 

Osteoklasten (im Knochen) 
55 dendritische Zellen (im Lymphgewebe) 

Mikrogliazellen (im zentralen Nervensystem) 

Neutrophile 

Eosinophile 

Basophile 
60 Mastzellen 

T-Lymphocyten 

T-Helferzellen 

T-Suppressorzellen 

zytotoxische T-Zellen 
65 B-Lymphocyten 
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igm 
igG 
igA 
igE 

5 Kilierzellen 

Stammzellen fur das Blut- und Immunsystem (verschiedene Arten) 
Sinneszellen 

10 Photorezeptorzellen 

Stabchenzellen 

Zapfenzellen 

blau-empfindliche Zellen 

grun-empfindliche Zellen 
15 rot-empfindliche Zellen 

Zellen des Hororgans 

innere Haarzelle des Corti-Organs 

aussere Haarzelle des Corti-Organs 

Zellen zur Wahrnehmung von Beschleunigung und Schwerkraft 
20 Typ-I-Haarzellen des Gleichgewichtsorgans des Ohrs 

Typ-ll-Haarzellen des Gleichgewichtsorgans des Ohrs 

Geschmackszellen 

Typ-ll-Geschmacksknospenzellen 

Zellen zur Wahrnehmung von Geruchen 
25 Riechneuronen 

Basalzellen des Riechepithels (Stammzellen fur Riechneuronen) 

Zelien zur Bestimmung des pH-Wertes des Bluts Karotiskorperzellen 

Typ-I-Zeilen 

Typ-ll-Zellen 

30 Zellen zur Wahrnehmung von Beruhrungen 
Merkelzellen der Epidermis 

primare sensible Neuronen, auf Wahrnehmung von Beruhrungen spezialisiert 
Zellen zur Wahrnehmung von Temperatur 

primare sensible Neuronen, auf Wahrnehmung von Temperatur spezialisiert 
35 Kalte-empfindliche Zellen 
Warme-empfindliche Zellen 
Zellen zur Wahrnehmung von Schmerz 

primare sensible Neuronen, auf Wahrnehmung von Schmerz spezialisiert 
Strukturen und Krafte im Bewegungsapparat 
40 proprioceptive primare sensible Neuronen 

Autonome Neuronen 

cholinerge Neuronen 
45 adrenerge Neuronen 
peptiderge Neuronen 

Zellen. die die Sinnesorgane und die peripheren Neuronen unterstutzen 

50 Stutzzellen des Corti-Organs 

innere Pfeilerzellen 

aussere Pfeilerzellen 

innere Phalangeafzellen 

aussere Phalangealzeilen 
55 Grenzzellen 

Hensen-Zellen 

Stutzzellen des Gleichgewichtsorgans 

Stutzzellen der Geschmacksknospen (Typ-I-Geschmacksknospenzellen) 
Stutzzellen des Riechepithels 
60 Schwann-Zellen 

Satellitenzellen (umschliessen die peripheren Nervenzellen) 
Darm-Gliaz Hen 

Neuronen und Gliazellen des zentralen Nervensystems 
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Neuronen 
Gliazellen 
Astrocyten 
Oligodendrocyten 

5 

Zellen der Linse 

Epithelzellen der Vorderlinse 
Linsenfaserzellen (Kristallin-enthaltende Zellen) 

10 

Pigmentzellen 
Melanocyten 

pigmenthaltige Epithelzellen der Netzhaut 

15 

Keimzellen 

Oogonium, Oocyten 
Spermatocyten 
20 Spermatogonium (Stammzellen fur Spermatocyten) 

Ammenzellen } 

Eifollikelzellen 
25 Sertolizellen (in den Hoden) 
Thymus-Epithelzellen 

Stammzellen 

30 embryonale Stammzellen 
embryonale Keimzellen 
Stammzellen des Erwachsenen 
fotale Stammzellen 

35 IX. Diagnostische Assays 

A. Einfuhrung 

1)TRT-Assays 

40 

Die vorliegende Erfindung stellt eine grosse Anzahl von Assays fur TRT, vorzugsweise hTRT, und 
Telomerase bereit. Diese Assays liefern unter anderem die Basis fur empfindliche, preiswerte, leicht zu 
handhabende und in einem weiten Bereich anwendbare Assays fur die Diagnose und Prognose einer 
Reihe von menschlichen Erkrankungen, zu denen als veranschaulichendes Beispiel Krebs zahlt. Wie 

45 bereits vorstehend angemerkt, ist die Menge an hTRT-Genprodukten (Protein und mRNA) in unsterbli- r 
chen menschlichen Zellen im Vergleich zu den meisten normalen sterblichen Zellen (d.h. Telomerase- 
negative Zeiien und die meisten Telomerasepositiven normalen somatischen Zellen von Erwachsenen) 
gewohnlich erhoht. Somit besteht ein Aspekt der Einfugung in der Bereitstellung von Assays, die zum 
Nachweis unter der Bestimmung der Anwesenheit, des Fehlens Oder der Menge eines hTRT-Genpro- 

50 dukts in einer Probe, urn so die Zellen als unsterblich (beispielsweise eine maligne Tumorzelle), sterb- 
lich (wie beispielsweise die meisten somatischen Zellen in Erwachsenen), als Telomerase-positiv oder 
Telomerase-negativ charakterisieren zu konnen, wobei die Probe von menschlichen oder anderen Sau- 
gerzellen oder eukaryotischen Zellen stammt oder diese enthalt. 
Jeder Zustand, der durch die Anwesenheit oder das Fehlen eines hTRT-Genprodukts (d.h. Protein 

55 oder RNA) gekennzeichnet ist, kann unter Verwendung der hier beschriebenen Verfahren und Substan- 
zen diagnostiziert werden. Zu diesen gehdren, so wie dies ausfuhrlicher nachstehend beschrieben wird, 
Krebserkrankungen, andere mit beschleunigter Zellproliferation einhergehende Erkrankungen, immunolo- 
gische Funktionsstdrungen, Fruchtbarkeit, Unfruchtbarkeit etc. Da das Ausmass, in dem Telomerase Ak- 
tivitat in Krebszellen erhoht ist, mit den Merkmalen des Tumors, beispielsweise dem Potential zur Meta- 

60 stasenbildung, korreliert, kann durch Uberwachung der hTRT-, mRNA- oder Protein-Spiegel die wahr- 
scheinliche zukunftige Entwicklung eines Tumors abgeschatzt und vorhergesagt werden. 

In einem Aspekt gehdrt zu den erfindungsgemassen diagnostischen und prognostischen Verfahren 
die Bestimmung, ob ein menschliches TRT-Genprodukt in einer biologischen Probe (z.B. von einem Pa- 
tienten) vorhanden ist. Ein zweiter Aspekt betrifft die Bestimmung der Menge ines hTRT-Genproduk s 

65 in einer biologischen Probe (z.B. von einem Patienten) und den Vergleich mit der Menge in einer Ko 
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trollprobe (z.B. normale Zellen oder Gewebe). Ein dritter Asp kt betrifft die Bestimmung der zellularen 
Oder intrazellularen Lokalisierung eines hTRT-Genprodukts in iner Zell- Oder Gewebeprobe. Ein vierter 
Aspekt betrifft die Untersuchung von Wirtszellen (z.B. eines Patienten) zur ldentifizierung von Nucl in- 
sauren mit Sequenzen, die charakteristisch fur eine vererbbare Neigung fur eine anormale hTRT-Gen- 

5 expression sind (anormale Menge, Regulation Oder anormal s Produkt), wbbei dies von Nutzen ist beim 
genetischen Screenen oder bei einer genetischen Beratung. Ein funfter Aspekt betrifft die Verwendung 
der erfindungsgemassen Assays zum Nachweis des Vorhandenseins von anti-hTRT-Antikorpern (z.B. in 
Patientenserum). Die ausfuhrlicher nachstehend beschriebenen Verfahren stellen nutzliche Assays dar, 
die unter Verwendung der hier beschriebenen Sequenzen und Zusammenhange ausgefuhrt werden 

10 konnen. Fur den Fachmann sind naturlich zahlreiche Variationen oder weitere Anwendungsmoglichkei- 
ten dieser Assays offensichtlich. 

Zwar sind die vorstehend beschriebenen Assays im Zusammenhang mit diagnostischen und progno- 
stischen Verfahren beschrieben, sie konnen jedoch immer dann verwendet werden, wenn ein hTRT- 
Gen, Genprodukt oder eine Variante nachgewiesen, quantifiziert oder charakterisiert werden soli. Somit 

15 sind* beispielsweise die nachstehend beschriebenen «diagnostischen» Verfahren zur Untersuchung von 
hTRT oder Telomerase wahrend der Herstellung und Reinigung von hTRT oder menschlicher Telomera- 
se, fur die Charakterisierung von Zellinien, die von menschlichen Zellen stammen (z.B. zur ldentifizie- 
rung unsterblicher Linien), fur die Charakterisierung von Zellen, Tieren, Pflanzen, Pilzen, Bakterien oder 
anderen Organismen, die ein menschliches TRTGen oder Genprodukt (oder Fragmente davon) enthal- 

20 ten, von Nutzen. 

Der hier verwendete Ausdruck «diagnostisch» besitzt seine normale Bedeutung, namlich die ldentifi- 
zierung der Anwesenheit oder der Natur der Erkrankung (beispielsweise Krebs), eines Zustands (z.B. 
unfruchtbar, aktiviert), eines Status (z.B. fruchtbar) und der Ausdruck «prognostisch» hat ebenfalls seine 
ubliche Bedeutung, namlich die Prognose der wahrscheinlichen Entwicklung und/oder des Ausgangs ei- 

25 ner Erkrankung oder eines Zustands. Zwar werden diese beiden Bezeichnungen in einem klinischen 
Umfeld gelegentlich auf unterschiedliche Weise verwendet. Jeder der nachstehend beschriebenen As- 
says oder Assayformate im Bezug auf «Diagnose» ist gleichermassen geeignet fur das Stellen einer 
Prognose, da es inzwischen klar ist, dass hohere Spiegel an Telomerase-Aktivitat mit einer schlechteren 
Prognose fur Krebspatienten in Zusammenhang stehen und da die vorliegende Erfindung Nachweisver- 

30 fahren bereitstellt, die fur hTRT spezifisch sind, das mit Konzentrationen exprimiert wird, die mit Telo- 
merase-Aktivitat in einer Zelle eng korrelieren. 

2) Diagnose und Prognose von Krebs 

35 Die Bestimmung eines hTRT-Gens-, -mRNA- oder- Protein-Spiegels der uber dem normalen oder 
Standardbereich liegt, zeigt die Anwesenheit von Telomerase-positiven Zellen oder unsterblichen Zellen 
an, zu denen beispielsweise bestimmte Tumorzellen zahlen. Da bestimmte embryonale und fotale Zel- 
len sowie bestimmte «erwachsene» Stammzellen Telomerase exprimieren, stellt die vorliegende Erfin- 
dung auch Verfahren zur Bestimmung anderer Zustande wie z.B. Schwangerschaft, durch den Nach- 

40 wets oder die Isolierung von Telomerase positiven fotalen Zellen aus dem Blut der Mutter. Diese Werte 
konnen dazu verwendet werden, eine Diagnose zu erstellen oder sie konnen bei der Erstellung einer 
Diagnose hilfreich sein, selbst wenn die Zellen unter Verwendung traditioneller Methoden nicht als 
krebsartig hatten klassifiziert werden oder anderweitig nachgewiesen oder klassifiziert werden konnen. 
Somit erlauben die erfindungsgemassen Verfahren den Nachweis oder die Verifikation von krebsartigen 

45 oder anderen Zustanden, die mit Telomerase assoziiert sind, mit erhohter Zuverlassigkeit und mogli- 
cherweise in einem fruheren Stadium. Die erfindungsgemassen Assays erlauben die Unterscheidung 
zwischen Klassen und Stadien von menschlichen Tumoren oder anderen mit der Zellproliferation in Zu- 
sammenhang stehenden Erkrankungen, dadurch, dass sie quantative Assays fur das hTRT-Gen und 
-Genprodukte bereitstellen und damit die Wahl geeigneter Behandlungsvorgehensweisen sowie genaue 

50 Diagnosen erleichtern. Da der Spiegel an Telomerase-Aktivitat dazu verwendet werden kann, urn zwi- 
schen gutartigen und malignen Tumoren zu unterscheiden (z.B. US-Patent Nr. 5 489 508 und Hiyama 
et al., Proc. Am Ass. Cancer Res. 38 (1997), 637), urn das Bevorstehen einer Invasion vorherzusagen 
(z.B. US-Patent Nr. 5 639 613 und Yashima et al., Proc. Am. Ass. Cancer Res. 38 (1997), 326) und urn 
eine Korrelation mit dem Potential zur Metastasenbildung herzustellen (z.B. US-Patent Nr. 5 648 215 

55 und Pandita et a!., Proc. Am Ass. Cancer Res. 37 (1996), 559), werden diese Assays daruber hinaus 
fur die Prophylaxe, den Nachweis und die Behandtung einer grossen Anzahl von menschlichen Krebsar- 
ten von Nutzen sein. 

Fur die Prognose von Krebserkrankungen (oder anderer Erkrankungen oder Zustande, die durch eine 
erhohte Telomerase-Konzentration gekennzeichnet sind) wird ein prognostischer Wert fur ein hTRT- 
60 Genprodukt (mRNA oder Protein) oder die Aktivitat fur einen bestimmten Tumortyp, Tumorklasse oder 
ein Tumorstadium, wie nachstehend beschrieben, bestimmt. Der Spiegel an hTRT-Protein oder -mRNA 
oder Telomerase-Aktivitat in einem Patienten, kann beispielsweise unter Verwendung der hier beschrie- 
ben n Assays bestimmt und mit dem prognostischen Spi gel verglichen werden. 

In Abhangigkeit von dem verwendeten Assay wird in einigen Fallen die Haufigkeit ines hTRT-Gen- 
6^ produkts in einer Prob als rhoht angesehen werden, wann immer es durch den Assay nachweisbar 
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ist. Aufgrund der geringen Menge von hTRT-mRNA und Protein selbst in Telomerase-positiven Zellen 
und der Seltenheit od r des Fehlens dieser Genprodukte in normalen oder Telomerase-negativen Zellen 
sind empfindliche Assays erforderlich, um nachweisen zu konnen, ob die hTRT-Genprodukte uberhaupt 
in normalen Zellen vorhanden sind. Wenn weniger empfindliche Assays ausgewahlt werden, werden 

5 zwar hTRT-Genprodukte in gesundem Gewebe nicht nachweisbar sein, jedoch in Telomerase-positivem 
Krebs- oder bei anderen Telomerase-positiven Zellen. Typischerweise betragt die Menge eines hTRT- 
Genprodukts in einer Probe mit einer erhohten Konzentration mindestens etwa das 5fache, haufiger 
mindestens etwa das 1 0f ache, noch haufiger mindestens das SOfache und sehr oft mindestens das 
etwa 100 bis 1000fache im Vergleich zum Spiegel von Telomerase-negativen Kontrollzellen oder Zellen 

10 von gesunden Geweben eines Erwachsenen, wobei der Prozentsatz von Telomerase-positiv normalen 
Zellen sehr gering ist. 

Die erfindungsgemassen diagnostischen und prognostischen Verfahren konnen bei jeder Zelle oder 
jedem 'Gewebetyp jeden Ursprungs verwendet werden und sie konnen zum Nachweis einer unsterbli- 
chen oder neoplastischen Zelle, eines Tumorgewebes oder eines Krebses jeden Ursprungs verwendet 
15 werden. Zu den Krebsarten, die nachgewiesen werden konnen, zahlen, jedoch ohne Beschrankung dar- 
auf, all jene, die hinsichtlich der Diskussion der therapeutischen Anwendung von hTRT vorstehend auf- 
gezahlt wurden. 

Die erfindungsgemassen Assays sind daruber hinaus zur Uberwachung der Wirksamkeit einer thera- 
peutischen Intervention in Patienten, die wegen eimer Krebserkrankung behandelt werden, von Nutzen. 

20 Zu den Behandlungen von Krebs, die uberwacht werden konnen, gehoren alle gegenwartig empfohle- 
nen Therapieformen (einschliesslich Chemotherapie, Bestrahiungstherapie und chirurgische Massnah- 
men) und dazu zahlen auch zukunftige Behandlungen, beispielsweise die hier beschriebenen Therapi- 
en, die sich auf die Hemmung oder Aktivierung von Telomerase beziehen (siehe beispielsweise PCT- 
Veroffentlichung Nr. 96/01 835 und 96/40 868 und US-Patent Nr. 5 583 016; sowie auch US-Patentan- 

25 meldungen mit der Serien Nr. 08/472 802 und 08/482 115, die beide am 7. Juni 1995 eingereicht wur- 
den; 08/521 634, eingereicht am 1. August 1995; 08/714 482, eingereicht am 16. September 1996 und 
08/770 564 und 08/770 565, die beide am 20. Dezember 1996 eingereicht wurden, wobei all diese Do- 
kumente aufgrund der Bezugnahme in ihrer Gesamtheit als Bestandteil dieser Beschreibung angesehen 
werden konnen). 

30 In einem weiteren Aspekt sind die nachstehend beschriebenen Assays fur den Nachweis bestimmter 
Variationen in der hTRT-Gensequenz (Mutationen und vererbbare hTRT-Allele) von Nutzen, die eine 
Predisposition fur Krebserkrankungen oder andere Zustande anzeigt, die mit einer anormalen Regulati- 
on der Telomerase-Aktivitat assoziiert sind (Unfruchtbarkeit, vorzeitiges Altern). 

35 3) Diagnose von Zustanden, bei denen es sich nicht um Krebs handelt 

Zusatzlich zu der Diagnose von Krebserkrankungen haben die erfindungsgemassen Assays zahlrei- 
che weitere Anwendungsmoglichkeiten. Die vorliegende Erfindung stellt Reagenzien und Verfahren zur 
Diagnose von Zustanden oder Erkrankungen bereit, die durch eine Unter- oder Uberexpression von Te- 

40 lomerase oder hTRT-Genprodukten in Zellen charakterisiert sind. In Erwachsenen wird ein niedriger 
Spiegel an Telomerase-Aktivitat normalerweise bei einer begrenzten Art von normalen menschlichen so- 
matischen Zellen gefunden, beispielsweise Stammzellen, aktivierten Lymphocyten und KeimzeNen. Die 
Telomerase-Aktivitat fehlt bei anderen somatischen Zellen. Somit ist der Nachweis von hTRT oder Telo- 
merase-Aktivitat in Zellen, in denen diese normalerweise fehlen oder inaktiv sind, oder der Nachweis ei- 

45 nes anormalen Spiegels (d.h. eines hoheren oder niedrigeren im Vergleich zum normalen) in Zellen, in 
denen hTRT normalerweise nur mit einem niedrigen Spiegel vorhanden ist (wie beispielsweise Stamm- 
zellen, aktivierte Lymphocyten und Keimzellen) ein diagnostisches Anzeichen fur eine mit Telomerase in 
Zusammenhang stehende Erkrankung oder einen Zustand. Dieser Nachweis kann auch zur Identifizie- 
rung oder Isolierung spezifischer Zelltypen verwendet werden. Zu den Beispielen fur solche Erkrankun- 

50 gen und Zustande gehoren: Erkrankungen bezuglich der Zellproliferation, immunologische Funktionssto- 
rungen, Unfruchtbarkeit, Erkrankungen hinsichtlich der Immunzellfunktion, Schwangerschaft, fotale Anor- 
malitat, vorzeitige Alterung etc. Daruber hinaus sind die erfindungsgemassen Assays zur Uberwachung 
der Wirksamkeit einer therapeutischen Intervention (wozu, ohne Beschrankung darauf, Wirkstoffe geho- 
ren, die Telomerase-Aktivitat modulieren) bei einem Patienten oder in einem Assay, der auf Zellen oder 

55 einem Tier basiert. Ein Aspekt der Erfindung betrifft die Bereitstellung von Assays, die zur Diagnose von 
Unfruchtbarkeit von Nutzen sind. Menschliche Keimzellen (z.B. Stammsamenzellen, Vorlaufer oder 
Nachkommen) konnen unbegrenzt proliferieren und sind durch eine hohe Telomerase-Aktivitat gekenn- 
zeichnet. Anormale oder verringerte Spiegel an hTRT-Genprodukten oder anormale Produkte konnen zu 
einer unzulanglichen oder anormalen Produktion von Spermatozoen fuhren, was zu Unfruchtbarkeit oder 

60 Funktionsstorungen hinsichtlich der Reproduktion fuhrt. Somit stellt die Erfindung Assays (Verfahren und 
Reagenzien) zur Diagnose und Behandlung von auf «Telomerase-basierenden» Funktionsstorungen be- 
zuglich der Produktion bereit. Bei einer ahnlichen Anwendung konnen die Assays zur Uberwachung der 
Wirksamkeit von Empfangnisverhutungsmitteln (z.B. Empfangnisverhutungsmittel fur Manner bzw. mann- 
liche Tiere) verwendet werden, die gegen die Spermaproduktion als Ziel gerichtet sind oder diese indi- 

65 rekt beeinflussen (und die den hTRT-Spiegel oder Telomerase-Aktivitat reduzieren sollen). 
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Bereitstellung. von Assays zur Analyse der Telomerase- 
und hTRT-Spiegel und deren Funktion in Stammzellen, fotalen Zellen, embryonalen Zellen, aktivierten 
Lymphocyten und hamatopoetischen Stammz Hen. Beispielsweise konnen Assays fur den Nachweis 
von hTRT-Genprodukten zur allgemeinen Uberwachung der Immunfunktion verwendet werden (z.B. zur 

5 Uberwachung des Vorherrschens aktiviert r Lymphocyten Oder des gehauften Auftretens von Vorlaufer- 
Stammzellen), urn aktivierte Lymphocyten Oder Stammzellen zu identifizieren, auszuwahlen oder zu iso- 
lieren, basierend auf erhohten hTRT-Spiegeln, und urn die Wirksamkeit von therapeutischen Interventio- 
nen, die gegen diese Gewebe als Ziel gerichtet sind, zu uberwachen (z.B. immunsuppressive Agenzien 
oder therapeutische Bemuhungen, eine Stammzellpopulation zu vergrossern). 

10 Die Erfindung stellt auch Assays zur Verfugung, die fur die Identifizierung von anti-Telomerase- und 
anti-TRT-lmmunglobulinen (die im Serum eines Patienten gefunden werden) von Nutzen sind. Die hier 
beschriebenen Substanzen und Assays konnen zur Identifizierung von Patienten verwendet werden, in 
denen solche Autoimmun-Antikorper gefunden werden, was eine Diagnose und die Behandlung des mit 
den Immunglobulinen assoziierten Zustands erlaubt. 

15 

4) Uberwachung von Zellen in Kultur 

Die hier beschriebenen Assays sind auch fur die Uberwachung der Expression von hTRT-Genproduk- 
ten und der Charakterisierung von hTRT-Genen in Zellen ex vivo oder in vitro von Nutzen. Da erhohte 

20 hTRT-Spiegel charakteristisch fur immortalisierte Zellen sind, konnen die erfindungsgemassen Assays 
beispielsweise fur das Screenen nach immortalisierten Zellen oder deren Identifizierung verwendet wer- 
den oder zur Identifizierung eines Wirkstoffs, der immortalisierte Zellen durch Hemmung der hTRT- Ex- 
pression oder -Funktion wieder mortalisieren kann. Beispielsweise ist dieser Assay fur die Identifizierung 
von Zellen von Nutzen, die durch eine erhohte Expression von hTRT in der Zelle, beispielsweise der 

25 Expression einer rekombinanten hTRT, oder durch erhohte Expression einer endogen codierten hTRT 
(z.B. durch Promotoraktivierung) immortalisiert wurden.^ 

Auf ahnliche Weise konnen diese Assays auch zur Uberwachung der hTRT-Expression in transgenen 
Tieren oder Zellen (z.B. in Hefe oder menschlichen Zellen, die ein hTRT-Gen enthalten) verwendet wer- 
den. Insbesondere konnen die Auswirkungen von bestimmten Behandiungen (z.B. die Verabreichung ei- 

30 nes bekannten oder vermuteten Telomerase-Antagonisten) bezuglich des hTRT-Spiegels in Menschen 
und nicht-menschlichen Zellen, die die erfindungsgemasse hTRT exprimieren zur Identifizierung von 
nutzlichen Wirkstoffen und Wirkstoffkandidaten (z.B.Telomerase-Aktivitat modulierende Wirkstoffe) ver- 
wendet werden. 

35 B) Normale, diagnostische und prognostische Werte 

Assays hinsichtiich des Vorhandenseins oder der Menge eines hTRT-Genprodukts konnen auf ver- 
schiedene Art und Weise ausgefuhrt und ebenso die Ergebnisse auf verschiedene Art und Weise inter- 
pretiert werden, was von dem Assayformat, der Natur der zu untersuchenden Probe und der erwunsch- 

40 ten Information abhangt. Beispielsweise ist die Menge an hTRT-Genprodukten in den meisten menschli- 
chen somatischen Geweben im Fliessgleichgewicht so gering, dass diese durch bestimmte Assays nicht 
nachweisbar sind. Daruber hinaus ist im allgemeinen in diesen Zellen keine Telomerase-Aktivitat vor- 
handen, so dass die Verifikation der Aktivitat ziemlich leicht ist. Umgekehrt findet sich hTRT-Protein 
und/oder hTRT-mRNA oder Telomerase in anderen Telomerase-positiven Geweben, beispielsweise ma- 

45 lignen Tumoren, in ausreichender Menge, so dass diese unter Verwendung der gleichen Assays nach- 
gewiesen werden konnen. Selbst in jenen somatischen Zelltypen, in denen normalerweise ein geringer 
Spiegel an Telomerase-Aktivitat nachgewiesen werden kann (z.B. Stammzellen und bestimmte aktivierte 
Zellen des Hamatopoetischen Systems), ist der Spiegel an hTRT-mRNA und Telomerase-Aktivitat sehr 
gering (z.B. schatzungsweise etwa 1% oder weniger) im Vergleich zu dem Spiegel in unsterblichen Zel- 

50 len; somit konnen unsterbliche und sterbliche Zellen mittels der erfindungsgemassen Verfahren leicht 
unterschieden werden. Wenn ein «weniger empfindlicher»> Assay verwendet wird, kann der blosse 
Nachweis des hTRT-Genprodukts in einer biologischen Probe selbst fur die Diagnose verwendet wer- 
den, ohne dass es erforderlich ist, eine zusatzliche Analyse durchzufuhren. Zwar konnen die nachste- 
hend beschriebenen Assays mit einer ausgezeichneten Empfindlichkeit ausgestattet werden, sie konnen 

55 daruber hinaus auch, falls erwunscht, mit einer geringeren Empfindlichkeit ausgestattet werden (z.B. 
durch geeignete Wahl von Puffern, Waschbedingungen, Anzahl der Amplifikationsrunden, Reagenzien 
und/oder Auswahl von Signalverstarkern). Somit kann im Prinzip jeder Assay so gestaltet werden, dass 
er hTRT-Genprodukte nur in den biologischen Proben nachweist, in denen diese in einer bestimmten 
Konzentration vorhanden sind, beispielsweise in einer hoheren Konzentration als in gesundem oder ei- 

60 nem anderen Kontrollgewebe. In diesem Fall wird jeder nachweisbare Spiegel an hTRT-mRNA oder 
hTRT-Protein als in Zellen von post-natalem menschlichem somatischem Gewebe erhoht erachtet (im 
Unterschied zu hamatopoetischen Zellen und anderen Stammzellen). 

In einigen Fallen kann es jedoch wunschenswert sein, normale Werte oder Basiswerte (oder Berei- 
che) fur die hTRT-Genprodukt-Expressionsspiegel zu etablieren, insbesondere, wenn sehr empfindliche 

65 Assays verwendet werden, die einen sehr geringen Spiegel an hTRT-Genprodukten, die in normalen 
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somatischen Zellen vorhanden sein konnen, nachweisen konnen. Normale Spiegel der Expression Oder 
von normalen Expressionsprodukten konnen fur jede bestimmte Population, Overpopulation Oder Grup- 
pen von Organismen gemass dem Fachmann gut bekannter Standardverfahren bestimmt werden. Im 
allgemeinen werden Basisspi gel (normale Spiegel) an hTRT-Protein od r hTRT-mRNA durch Quantifi- 
zierung der Menge an hTRT-Protein und/oder -mRNA in biologischen Proben (z.B. Flussigkeiten, Zellen 
oder Geweben) bestimmt, die von normalen (gesunden) Individuen (z.B. einem Menschen) erhalten 
wurden. Fur bestimmte Proben und Zwecke kann es erwunscht sein, die Menge eines hTRT-Genpro- 
dukts pro Zelle oder pro Tumorzelle zu quantifizieren. Urn die Zellmenge einer Probe zu bestimmen, 
kann der Spiegel eines konstitutiv exprimierten Genprodukts oder eines anderen Genprodukts bestimmt 
werden, das in Zellen des Typs t von dem die Probe genommen wurde, mit bekanntem Spiegel expri- 
miert wird. Alternativ konnen normale Werte eines hTRT-Proteins oder einer hTRT-mRNA dadurch be- 
stimmt werden, dass die Menge an hTRT-Protein/RNA in Zellen oder Geweben, von denen bekannt ist, 
dass sie gesund sind, und die von dem gleichen Patienten stammen, von dem die erkrankten (oder 
mdglicherweise erkrankten) Zellen entnommen wurden, oder von einem gesunden Individuum, quantifi- 
ziert wird. 

Alternativ konnen in einigen Fallen Basisspiegel als der Spiegel definiert werden, der in nicht-unsterb- 
lichen menschlichen somatischen Zellen in Kultur vorhanden ist. Es ist moglich, dass normale Werte 
(Basiswerte) zwischen verschiedenen Zelltypen etwas differieren (z.B. ist der hTRT-mRNA-Sptegel in 
Hoden hoher als in der Niere) oder auch entsprechend dem Alter, Geschlecht oder dem physischen Zu- 
stand eines Patienten. Wenn daher beispielsweise ein Assay zur Bestimmung von Veranderungen im 
hTRT-Spiegel, die mit Krebs assoziiert sind, verwendet wird, konnen die fur die Bestimmung des nor- 
malen Bereichs an hTRT-Genprodukt-Expression verwendeten Zellen von Personen des gleichen oder 
eines unterschiedlichen Alters stammen, je nach der Art der Untersuchung. Die Anwendung von in der 
Molekulargenetik verwendeten statistischen Standardverfahren erlaubt die Bestimmung von Basis-Ex- 
pressionsspiegeln sowie von signifikanten Abweichungen von solchen Basisspiegeln. 

Fur die Durchfuhrung der erfindungsgemassen Diagnose- und Prognose-Verfahren wie sie vorste- 
hend beschrieben wurden kann es manchmal zweckmassig sein, sich auf «diagnostische» und «progno- 
stische» Werte zu beziehen. Der hier verwendete Ausdruck «diagnostischer Wert»bezieht sich auf einen 
Wert, der fur das in einer Probe nachgewiesene hTRT-Genprodukt bestimmt wurde, und der beim Ver- 
gleich mit einem normalen Bereich (oder «Basisbereich») fur das hTRT-Genprodukt das Vorhandensein 
einer Erkrankung anzeigt. Diese Erkrankung kann durch hohe Telomerase-Aktivitat gekennzeichnet sein 
(z.B. Krebs), das Fehlen von Telomerase-Aktivitat (z.B. Unfruchtbarkeit) oder durch einen Zwischenwert. 

Der Ausdruck «prognostischer Wert» bezieht sich auf eine Menge des hTRT-Genprodukts, die in ei- 
nem gegebenen Zelltyp nachgewiesen wurde (z.B. einer malignen Tumorzelle) und die konsistent ist mit 
einer bestimmten Diagnose oder Prognose fur die Erkrankung (z.B. Krebs). Die Menge des in einer 
Probe nachgewiesenen hTRT-Genprodukts (einschliesslich der Menge null) wird mit dem prognosti- 
schen Wert fur die Zelle verglichen, so dass der relative Vergleich der Werte das Vorhandensein einer 
Erkrankung oder den Ausgang der Entwicklung der Erkrankung (z.B. Krebs) anzeigt. In einer Ausfuh- 
rungsform werden beispielsweise fur die Durchfuhrung einer Tumorprognose Daten gesammeit, urn so 
eine statistisch signifikante Korrelation an hTRT-Spiegel mit verschiedenen Tumorklassen oder -stadien 
zu erhalten. Fur die gleiche Zellprobe oder Gewebeprobe, die von Individuen mit bekannten klinischen 
Ergebnissen stammt, wird ein pradeterminierter Bereich an hTRT-Spiegeln etabliert. Eine ausreichende 
Anzahl von Messungen wird durchgefuhrt, urn so einen statistisch signifikanten Wert (oder einen Be- 
reich von Werten) zu ermitteln, mit dem dann ein Vergleich durchgefuhrt wird. Der pradeterminierte Be- 
reich von hTRT-Spiegeln oder hTRT-Aktivitat fur eine gegebene Zetiprobe oder Gewebeprobe kann 
dann zur Bestimmung eines Werts oder Bereichs fur den Spiegel an hTRT-Genprodukten verwendet 
werden, der mit einer gunstigen (oder ungunstigen) Prognose (z.B. einem «niedrigen Spiegel" im Fall 
von Krebs) korrelieren wurde. Ein einem «hohen Spiegel" entsprechender Bereich, der mit einer (oder 
mehreren) ungunstigen Prognose(n) im Fall von Krebs korreliert, kann auf ahnliche Weise bestimmt 
werden. Der Spiegel eines hTRT-Genprodukts einer biologischen Probe (z.B. einer Patientenprobe) 
kann dann bestimmt, mit den niedrigen und hohen Bereichen verglichen und zur Prognose eines klini- 
schen Verlaufs verwendet werden. 

Zwar bezieht sich die vorstehende Diskussion zur Veranschaulichung auf Krebs, diagnostische und 
prognostische Werte konnen aber auch fur andere Erkrankungen (z.B. Erkrankungen bezuglich der Zell- 
proliferation) und Zustande bestimmt werden und bei Erkrankungen oder Zustanden, bei denen es sich 
nicht urn Krebs handelt, kann ein «hoher» Spiegel mit dem gewunschten Verlauf und ein «niedriger» 
Spiegel mit einem ungunstigen Verlauf korrelieren. Beispielsweise konnen einige Erkrankungen durch 
eine Defizienz (z.B. einen niedrigen Spiegel) an Telomerase-Aktivitat in Stammzellen, aktivierten Lym- 
phocyten oder Keimbahnzellen gekennzeichnet sein. In solchen Fallen konnen «hohe» Spiegel an 
hTRT-Genprodukten bezogen auf Zellen des gleichen Alters und/oder des gleichen Typs (z.B. von an- 
deren Patienten oder anderen Geweben in einem bestimmten Patienten) mit einem gunstigen Verlauf 
korrelieren. 

Naturlich erfordern die Assayverfahren nicht unbedingt die Bestimmung von absoluten Werten an 
hTRT, es sei denn, es ist erwunscht, da relative Werte fur viele Anwendungen der erfindungsgemassen 
Verfahren ausreichend sind. In den Fallen, in denen eine Quantifizierung wunschenswert ist, stellt die 
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vorliegende Erfindung R agenzien bereit, so dass praktisch jedes bekannte Verfahren zur Quantifizie- 
rung von Genprodukten verwendet werden kann. 

Die erfindungsmassigen Assays konnen auch zur Beurteilung der Wirksamkeit eines bestimmten the- 
rapeutisch n Behandlungsvorgehens bei Untersuchungen an Ti ren, bei klinischen Tests oder bei der 

5 Uberwachung der Behandlung an inzelnen Patienten verwendet werden. In diesen Fallen kann s 
wQnschenswert sein, den Basisspiegel fur den Patienten vor dem Beginn der Therapie zu etablieren 
und wahrend des Verlaufs der Behandlung die Assays einmal Oder ofter zu wiederholen, uberlicherwei- 
se in regelmassigen Abstanden, um zu uberprufen, ob sich die hTRT-Spiegel auf einen gewunschten 
Endpunkt hin (z.B. verringerteh TRT-Expression, wenn es sich um einen Assay fur Krebs handelt) als 

10 ein Ergebnis der Behandlung bewegen. 

Fur den Fachmann ist es offensichtlich, dass zusatzlich zu der Quantitat oder Haufigkeit von hTRT- 
Genprodukten auch verschiedene oder anormale Expressionsmuster (z.B, anormale Mengen von RNA- 
Spleiss-Varianten) oder anormale Expressionsprodukte oder Expressionsproduktvarianten, beispielswei- 
se mutierte Transkripte, verkurzte oder «non-sense»-Polypeptide) durch Vergleich mit normalen Expres- 

15 sionsspiegeln und normalen Expressionsprodukten identifiziert werden konnen. In diesen Fallen beinhal- 
tet die Bestimmung von «normal» oder «Basis-» die Identifizierung gesunder Organismen und/oder Ge- 
webe (d.h. Organismen und/oder Gewebe ohne Dysregulation der hTRT-Expression oder neoplasti- 
sches Wachstum) und die Bestimmung des Expressionsspiegels von hTRT-Genproduktvarianten (z.B. 
Spleiss-Varianten) oder die Sequenzierung oder den Nachweis des hTRT-Gens, -mRNA oder reverser 

20 transkribierter cDNA, um so typische (normale) Sequenzvariantenzu erhalten oder zu bestimmen. Die 
Anwendung von Statistiken und Standardverfahren, die in der Molekulargenetik verwendet werden, er- 
laubt die Bestimmung von signifikanten Abweichungen von solchen Basisspiegeln. 

C) Nachweis und Quantifizierung von TRT-Genprodukten 

25 

Wie hier betont, werden hTRT-Genprodukte normalerweise in den meisten normalen somatischen 
Zellen mit einem extrem niedrigen Spiegel gefunden. Beispietsweise ist die hTRT-Protein codierende 
mRNA in alien bisher untersuchten Telomerase-negativen Zelltypen ausserst selten oder sie fehlt. In un- 
sterblichen Zellen, beispielsweise 293-Zellen, kann hTRT-mRNA lediglich in einer Anzahl von etwa 100 

30 Kopien pro Zelle vorhanden sein, wahrend normale somatische Zellen lediglich eine oder gar keine Ko- 
pie pro Zelle aufweisen. Es ist somit offensichtlich, dass es manchmal vorteilhaft sein wird, in das As- 
sayformat Signal- oder Zielamplifikationsverfahren einzuschliessen, wenn hochempfindliche Assays fur 
hTRT-Genprodukte erwunscht sind. Siehe beispielsweise Plenat et al. t Ann. Pathol. 17 (1997), 17 (Fluo- 
resceinyl-Tyramidsignal-Amplifikation); Zehbe et al., J, Pathol. 150 (1997), 1553 («catalyzed reporter de- 

35 position**); weitere hier aufgezahlte Literaturhinweise (z.B. fur bDNA-Signalamplifikation, fur PCR und 
andere Zielamplifikationsformate), sowie weitere auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren. 

Wie bereits vorstehend angemerkt, ist es oft nicht notig, die hTRT-mRNA oder das hTRT-Protein in 
den hier beschriebenen Assays zu quantifizieren, da der Nachweis eines hTRT-Genprodukts (unter As- 
saybedingungen, bei denen das Produkt in einer Kontrolle, beispielsweise Telomerasenegativen Zellen) 

40 nicht nachweisbar ist, an sich fur eine Diagnose ausreichend ist. Bei einem weiteren Beispiel kann eine 
Quantifizierung uberflussig sein, namlich dann, wenn die in einer Testprobe (z.B. Tumor) und Kontroll- 
probe (gesundenen Zellen) gefundenen Produktspiege! direkt verglichen werden. 

Falls erwunscht konnen die in den hier beschriebenen Assays gemessenen Mengen an hTRT-Gen- 
produkt jedoch auf verschiedene Art und Weise beschrieben werden, was von dem Messverfahren und 

45 der Zweckmassigkeit abhangt. Somit konnen normale, diagnostische, prognostische, hohe oder geringe 
Mengen an hTRT-Protein/mRNA ausgedruckt werden als Standard-Gewichtseinheiten pro Menge einer 
biologischen Probe (z.B. Picogramm pro Gramm Gewebe, Picogramm pro 10 12 Zellen) als eine Anzahl 
von Molekulen pro Menge einer biologischen Probe (z.B. Transkripte/Zelle, Mol/Zelle), als Aktivitatsein- 
heiten pro Zelle oder pro Menge einer anderen Einheit oder durch ahnliche Verfahren. Die Menge eines 

50 hTRT-Genprodukts kann auch in Relation zu der Menge eines anderen Molekuls ausgedruckt werden. 
Zu den Beispielen gehdren die Anzahl von hTRT-Transkripten in einer Probe/die Anzahl von 28S rRNA- 
Transkripten einer Probe; Nanogramm hTRT-Protein/Nanogramm Gesamtprotein, etc. 

Wenn hTRT-Genprodukte in zwei (oder mehr) unterschiedlichen Proben bestimmt werden, ist es ge- 
legentlich zweckmassig, eine gemeinsame Vergleichsbasis fur die zwei Proben zu haben. Beispielswei- 

55 se konnen bei dem Vergleich einer Probe mit normalem Gewebe und einer Probe mit Krebsgewebe 
gleiche Mengen an Gewebe (bezuglich Gewicht, Volumen, Anzahl von Zellen etc.), verglichen werden. 
In einer alternativen Ausfuhrungsform konnen Aquivalente eines Markermolekuls (z.B. 28S RNA, hTR, 
Telomerase-Aktivitat, Telomer-Lange, Aktin) verwendet werden. Beispielsweise kann die Menge an 
hTRT-Protein in einer Probe gesunden Gewebes, die 10 Picogramm 28S rRNA enthalt, mit einer Probe 

60 mit erkranktem Gewebe, das die gleiche Menge an 28S rRNA enthalt, verglichen werden. 

Fur den Fachmann ist es offensichtlich, dass praktisch jeder der hier beschriebenen Assays als ein 
quantitativer Assay gestaltet werden kann. Typischerweise kann zur Kalibrierung des Assays eine be- 
kannte Menge oder Quelle eines hTRT-Genprodukts (das z.B. unter Verwendung der erfindungsgemas- 
sen Verfahren und Zusammensetzung hergestellt wurde) verw ndet werden. 

65 In bestimmten Ausfuhrungsformen werden Assayformate ausgewahlt, die die Anwesenheit, das F h- 
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len Oder die Haufigkeit eines hTRT-Allels Oder -Genprodukts in jeder Zelle in einer Probe (oder in einer 
reprasentativen Stichprobe) nachweisen konnen. Zu den Beispielen fur solche Assayformate gehoren je- 
ne t mit denen ein Signal mittels Histologie (z.B. Immunhistochemie mit Signalverstarkem oder zielver- 
starkenden Amplifikationsschritten) nachgewiesen werden kann, fluoreszenz-aktivierte Zellanalyse oder 
5 Zellsortierung (FACS). Diese Assayformate sind besonders dann von Vort il t wenn man es mit einer 
hochheterogenen Zellpopulation zu tun hat (z.B. iner Zellpopulation, die viele unterschiedliche Zelltypen 
enthalt, in denen nur ein Zelltyp oder nur wenige erhohte hTRT-Spiegel auftreten oder eine Population 
von ahnlichen Zellen, die Telomerase mit verschiedenen Spiegeln exprimieren). 

10 D) Probengewinnung 

Das hTRT-Gen oder -Genprodukt (d.h. mRNA oder Polypeptid) wird vorzugsweise in einer biologi- 
schen Probe nachgewiesen und/oder quantifiziert. Zu solchen Proben gehoren, allerdings ohne Be- 
schrankung darauf, Zellen (einschliesslich ganzer Zellen, Zellfraktionen, Zellextrakten und kultivierten 

15 Zellen oder Zellinien), Gewebe (einschliesslich Blut), Blutzellen (z.B. weisse Blutzellen), Gewebeproben, 
beispielsweise Feinnadelbiopsieproben (z.B. von der Prostata, Brust, Schilddruse etc.), KorperflGssigkei- 
ten (z.B. Urin, Sputum, Amnionflussigkeit, Blut, Peritonealflussigkeit, Pleural-Flussigkeit, Samen) oder 
daraus gewonnene Zellen (z.B. Blasenzellen aus Urin, Lymphocyten aus Blut), Medien (von kultivierten 
Zellen oder Zellinien) und Waschflussigkeiten (z.B. von der Blase und Lunge). Zu den biologischen Pro- 

20 ben konnen auch Gewebeschnitte gehoren, beispielsweise Gefrierschnitte, die fur histologische Zwecke 
entnommen wurden. Fur die Diagnose und Prognose von Krebs wird eine Probe von einem kanzerd- 
sen, prokanzerosen oder vermutlich kanzerosem Gewebe oder Tumor entnommen. Es kann gelegent- j 
lich wunschenswert sein, eine biologische Probe fur die spatere Analyse einzufrieren (z.B. wenn die 
Wirksamkeit von Behandlungen mit Wirkstoffen uberwacht wird). 

25 In einigen Fallen konnen die Zellen oder Gewebe vor der Analyse fraktioniert werden. Beispielsweise 
kann bei einer Gewebebiopsie von einem Patienten ein Zellsortierer (z.B. ein Fluoreszenz-aktivierter 
Zellsortierer) verwendet werden, urn Zellen nach Merkmalen, wie beispielsweise der Expression eines 
Oberflachenantigens (z.B. eines tumorspezifischen Antigens) gemass allgemein bekannter Verfahren zu 
sortieren. 

30 Zwar wird die Probe ublicherweise von einem menschlichen Patienten oder Zellinie entnommen, die 
Assays konnen jedoch auch zum Nachweis von homologen hTRT-Genen oder entsprechenden Genpro- 
dukten in Proben von Tieren verwendet werden. Altemativ konnen hTRT-Gene und -Genprodukte in 
transgenen Tieren oder Organismen, die ein menschliches TRT-Protein oder entsprechende Nucleinsau- 
resequenz exprimieren, untersucht werden. 

35 Die Probe kann, falls notig, durch Verdunnung in einer geeigneten Pufferlosung vorbehandelt werden 
oder konzentriert werden, falls dies erwunscht ist. Es kann eine Reihe von wassrigen Standardpufferld- 
sungen bei physiologischem pH-Wert verwendet werden, wobei eine Reihe von Puffern angewandt wer- 
den kann, beispielsweise Phosphat, Tris-Puffer etc. 

Der Ausdruck «biologische Probe», die von einem Patienten erhalten wurde, kann entweder als «bio- 

40 logische Probe» oder «Patientenprobe» bezeichnet werden. Bei einer Analyse einer «Patientenprobe» 
mussen nicht unbedingt Zellen oder Gewebe von dem Patienten entnommen werden. Beispielsweise 
konnen geeignet markierte hTRT-bindende Agenzien (z.B. Antikorper oder Nucleinsauren) in den Pati- 
enten injiziert und (nach Bindung an das Ziel) unter Verwendung von Standard-Bildgebungstechniken 
(z.B. CAT, NMR etc.) sichtbar gemacht werden. » 

45 f 

E) Nucleinsaure-Assays 

In einer Ausfuhrungsform stellt die Erfindung Verfahren zum Nachweis und/oder der Quantifizierung 
der Expression von hTRT-mRNAs (einschliesslich Spleiss-Varianten oder Sequenzvarianten und alterna- 

50 tive Allele) bereit. In einer alternativen Ausfuhrungsform stellt die Erfindung Verfahren zum Nachweis 
und der Analyse normaler oder anormaler hTRT-Gene (oder eines Fragmentsdavon) bereit. Zu den For- 
maten solcher qualitativer oder quantitativer Assays gehoren, allerdings ohne Beschrankung darauf, auf 
Amplifikation basierende Assays mit oder ohne Signalamplifikation, auf Hybridisierung basierende As- 
says und auf der Kombination Amplifikation/Hybridisierung basierende Assays. Es ist fur den Fachmann 

55 offensichtlich, dass die Unterscheidung zwischen Hybridisierung und Amplifikation nur aus Zweckmas- 
sigkeitsgrunden durchgefuhrt wird: Wie in den nachstehenden Beispielen veranschaulicht, beinhalten 
viele Assayformate sowohl Elemente der Hybridisierung als auch Amplifikation, so dass in einigen Fal- 
len die Kategorisierung etwas willkurlich ist. 

60 1) Herstellung von Nucleinsauren 

In einigen Ausfuhrungsformen werden Nucleinsaure-Assays mit einer Nucleinsaureprobe, die aus der 
zu unt rsuchenden Zelle, oder Zellinie oder dem zu untersuchenden Gewebe oder Organismus isoliert 
wurde. Die Nucleinsaure (z.B. genomische DNA, RNA oder cDNA) kann aus einer Probe gemass einer 
65 Reihe von dem Fachmann bekannten Verfahren «isoliert» werden. In diesem Zusammenhang bezieht 



68 



CH 689 672 A9 



sich der Ausdruck «isoliert» auf jede Abtrennung der Spezies Oder des Ziels, das nachgewiesen werden 
soil, von jeder anderen Substanz in dem Gemisch, dies bezeichnet jedoch nicht unbedingt einen we- 
sentlichen Reinheitsgrad des Ziels. Es ist fur den Fachmann offensichtlich, dass bei dem Nachweis von 
Anderungen in der Kopienanzahl des hTRT-Gens das nachzuweisende Ziel genomische DNA ist. Um- 

5 gekehrt ist in einem auf einer Nucleinsaure basierenden Assay RNA das nachzuweisende Ziel, wenn 
Expressionsspi gel eines Gens oder von Genen nachgewiesen werden sollen. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform ist die Nucleinsaureprobe Gesamt-mRNA (d.h. poly(A) + RNA) in iner biologischen Pro- 
be. Verfahren zur Isolierung von Nucleinsauren sind dem Fachmann gut bekannt und beispietsweise be- 
schrieben in Tijssen, P. (Herausg.) in Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology: 

10 Hybridization With Nucleic Acid Probes, Part I. Theory and Nucleic Acid Preparation, Elsevier, N.Y. 
(1993), Kapitel 3, wobei dieses Dokument durch Bezugnahme als Bestandteil dieser Beschreibung an- 
zusehen ist. In einer Ausfuhrungsform wird Gesamt-Nucleinsaure aus einer Probe unter Verwendung ei- 
nes sauren Guanidin/Phenol/Chloroform-Extraktionsverfahrens isoliert und poly(A)+mRNA durch oligo- 
dT-Saulenchromatographie oder durch die Verwendung von magnetischen (dT)n Kugelchen (siehe z.B. 

15 Sambrook et al„ und Ausubel et al., a.a.O.). 

In alternativen Ausfuhrungsformen ist die Isolation von Nucleinsauren (z.B. Gesamt-RNA oder poly- 
A + RNA) aus der biologischen Probe vor der Durchfuhrung von Amplikation, Hybridisierung oder anderen 
Assays nicht erforderiich. Diese Ausfuhrungsformen haben bestimmte Vorteile im Fall, dass hTRT-RNA 
gemessen werden soli, da sie die Wahrscheinlichkeit verringern, dass hTRT-mRNA wahrend der Isolati- 

20 on und der Handhabung verlorengeht. Beispielsweise konnen viele Amplifikationsverfahren, wie bei- 
spielsweise PGR und RT-PCR (reverse Transkriptase-PCR) unter Verwendung permeabilisierter Zellen 
(histologische Proben und FACS-Analysen) lysierter Gesamtzellen oder hoher Zellfraktionen, wie bei- 
spielsweise bestimmter Zellextrakte, durchgefuhrt werden. Vorzugsweise werden Schritte unternommen, 
urn die Integritat der Zielnucleinsaure (z.B. mRNA), falls erforderiich, zu bewahren (z.B. durch Zugabe 

25 von RNAase-lnhibitoren). Amplifikations- und Hybridisierungs-Assays konnen auch in situ durchgefuhrt 
werden, beispielsweise in dunnen Gewebeabschnitten einer Biopsieprobe oder einer einlagigen Zell- 
schicht (z.B. Blutzellen oder von einander getrennte Zellen einer Gewebekultur). Die Amplifikation kann 
auch in intakten ganzen Zellen oder fixierten Zellen durchgefuhrt werden. Beispielsweise konnen PCR-, 
RT-PCR-, oder LCR-Amplifikationsverfahren, so wie dies auf dem Fachgebiet bekannt ist, in situ durch- 

30 gefuhrt werden, beispielsweise unter Verwendung einer Polymerase oder Ligase, eines Primers oder 
von Primern und (Desoxy)-Ribonucleosid-Triphosphaten (wenn eine Polymerase verwendet wird) und 
reverser Transkriptase und einem Primer (wenn RNA transkribiert und die cDNA nachgewiesen werden 
soil) an fixierten, permeabilisierten oder mikroinjizierten Zellen, urn so die Ziel-hTRT-RNA oder -DNA zu 
amplifizieren. hTRT-RNA enthaltende Zellen (z.B. Telomerase-positive Zellen) oder eine gewunschte 

35 hTRT-DNA-Sequenz konnen dann nachgewiesen werden. Dieses Verfahren ist oft dann zweckmassig, 
wenn Fluoreszenz-markierte dNTPs, Primer oder andere Bestandteile in Verbindung mit Mikroskopie, ei- 
ner FACS-Analyse oder aquivalenten Verfahren verwendet werden. 

2) Auf Amplifikation basierende Assays 

40 • 

In einer Ausfuhrungsform sind die erfindungsgemassen Assays zum Nachweis eines hTRT-Gens oder 
-Genprodukts auf Amplifikation basierende Assays. In einem auf Amplifikation basierenden Assay wird 
ein gesamtes hTRT-Gen oder -Transkript oder ein Teil davon (z.B. mRNA oder cDNA, nachstehend als 
«Ziel»> bezeichnet) amplifiziert und das amplifizierte Produkt wird anschliessend direkt oder indirekt 

45 nachgewiesen. Falls kein Gen oder Genprodukt vorhanden ist, das als Matrize wirken kann, wird kein 
Amplifikationsprodukt hergestellt (z.B. mit der erwarteten Grosse) oder die Amplifikation ist unspezifisch 
und es entsteht ublicherweise kein einzelnes Amplifikationsprodukt. Im Gegensatz dazu wird die Zielse- 
quenz amplifiziert, wenn das fragliche Gen oder Genprodukt vorhanden ist, was somit die Anwesenheit 
und/oder die Menge an entsprechendem Gen oder an entsprechender mRNA anzeigt. Auf Amplifikation 

50 basierende Assays sind dem Fachmann gut bekannt. 

Die vorliegende Erfindung stellt eine grosse Vielzahl an Primern und Sonden zum Nachweis von 
hTRT-Genen und Genprodukten bereit. Solche Primer und Proben sind zu dem hTRT-Gen oder Gen- 
produkt ausreichend komplementar, urn an die Zielnucleinsaure hybridisieren zu konnen. Primer weisen 
ublicherweise eine Lange von mindestens 6 Basen auf, vorzugsweise von etwa 10 bis etwa 100 Basen, 

55 mehr bevorzugt von etwa 12 bis etwa 50 Basen und am meisten bevorzugt zwischen etwa 14 und etwa 
25 Basen. Der Fachmann wird nach Lesen dieser Beschreibung in der Lage sein, unter Verwendung 
von Routineverfahren Primer auszuwahlen, mit denen das gesamte hTRT-Gen oder -Genprodukt oder 
ein Anteil davon amplifiziert werden kann oder mit denen zwischen Genprodukt-Varianten, hTRT-Allelen 
etc. unterschieden werden kann. In Tabelle 2 sind Beispiele von Primern aufgezahlt, die fur eine PCR- 

60 Amplifikation der hTRT oder spezifischer hTRT-Genprodukte oder -Bereiche von Nutzen sind. Es ist auf 
dem Fachgebiet bekannt, dass einzelne Oligomere (siehe beispielsweise US-Patent Nr. 5 545 522) "ne- 
sted sets» von Oligomeren oder sogar ein Pool von degenerierten Oligomeren fur die Amplifikation ver- 
wendet werden kann, beispielsweise, wie dies fur die nachstehend beschriebene Amplifikation der Te- 
t'ahymena TRT-cDNA veranschaulicht wird. 

65 Die Erfindung stellt ine Vielzahl von Verfahren zur Amplifikation und zum Nachweis eines hTRT- 
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Gens oder -Genprodukts bereit. Dazu gehdren die Polymerase-Kettenreaktion (einschliesslich aller Vari- 
anten, beispielsweise die Reverse-Transkriptase-PCR; das «Sunris Amplification System» (Oncor, Inc., 
Gaith rsburg MD) und zahlreiche weitere auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren. In einer veranschau- 
lichenden Ausfuhrung wird die PCR-Amplifikation in einer Losung von 50 \i\ durchgefuhrt, die die Nu- 

5 cleinsaureprobe enthalt (z.B. eine durch r verse Transkription von hTRT-RNA erhaltene cDNA), jeweils 
100 nM dNTP (dATP t dCTP, dGTP und dTTP; Pharmacia LKB Biotechnology, NJ) der (die) hTRT-spe- 
zifischen PCR-Primer, 1 Einheit Taq-Polymerase (Perkin Elmer, Norwalk CT), 1 x PCR-Puffer (50 mM 
KCI, 10 mM Tris, pH-Wert 8,3 bei Raumtemperatur, 1,5 mM M9Cfe und 0,01% Gelatine), wobei die Am- 
plication mit etwa 30 Cyclen durchgefuhrt wird, jeweils 45 Sekunden bei 94°C, 45 Sekunden bei 45°C 

10 und 90 Sekunden bei 72°C. Es konnen jedoch naturlich fur bestimmte Reaktionen zur Optimierung der 
PCR-Amplifikation zahlreiche Variationen eingefuhrt werden. 

Zu weiteren geeigneten Zielamplifikationsveriahren gehdren die Ligase-Kettenreaktion (LCR) (siehe 
z.B. Wu und Wallace, Genomics 4 (1989), 560; Landegren etal., Science 241 (1988), 1077, Barany, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA88 (1991), 189 und Barringer et al., Gene 89 (1990), 117), die Strangver- 

15 drangungs-Amplifikation (SDA) (siehe z.B. Walter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA89 (1992) 392-396); 
die Transkriptions-Amplifikation (siehe z.B. Kwoh et al. t Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989), 1173), 
«self-sustained-sequence»-Replikation (3SR) (siehe z.B. Fahyet al., PCR Methods Appl. 1 (1992) 2 und 
Guatelli et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 87 (1990) 1874); die Nucleinsauresequenz basierte Amplifika- 
tion (NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario; siehe z.B. Compton, Nature 350 (1991) 91); das Tran- 

20 skriptions-basierte Amplifikationssystem (TAS); und das «self-sustained-sequence»-Replikationssystem 
(SSR). Jede der vorstehenden Veroffentlichungen ist aufgrund der Bezugnahme als Bestandteil dieser 
Beschreibung anzusehen. Eine zweckmassige PCR-Variante ist der PCR-ELISA (z.B. Boehringer Mann- ) 
heim Kat. Nr. 1 636 111), wobei Digoxigenin-dUTP in das PCR-Produkt eingebaut wird. Das PCR-Re- 
aktionsgemisch wird denaturiert und mit einem Biotin-markierten Oligonucleotid hybridisiert, das so ent- 

25 worfen wurde, dass es an eine interne Sequenz des PCR-Produkts binden kann. Die Hybridisierungs- 
produkte werden an mit Streptavid in uberzogenen Tragern immobilisiert und unter Verwendung von 
anti-Digoxigenin-Antikdrpem nachgewiesen. Beispiele fur in vitro-Amplifikationsverfahren, die dem Fach- 
mann ausreichend Anleitung geben, konnen in folgenden Veroffentlichungen gefunden werden: PCR 
Technology: Principles and Applications for DNA Amplification, H. Erlich (Herausg.) Freeman Press, 

30 New York, NY (1992); PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Herausg. Innis, Gelfland, 
Snisky, und White, Academic Press, San Diego, CA (1990); Mattila et al., Nucleic Acids Res. 19 (1991), 
4967; Eckert und Kunkel, PCR Methods and Applications 1 (1991), 17; PCR, Herausg. McPherson, 
Quirkes und Taylor, IRL Press, Oxford; U.S. Patent Nr. 4 683 195, 4 683 202 und 4 965 188; Barringer 
et al., Gene 89 (1990), 117; Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989), 1173; Guatelli et al., 

35 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990) 1874; Lomell et al., J. Clin. Chem. 35 (1989), 1826. Jedes dieser 
Dokumente ist durch Bezugnahme als Bestandteil dieser Beschreibung anzusehen. 

Ampliftzierte Produkte konnen direkt analysiert werden (z.B. anhand der durch Gelelektrophorese be- 
stimmten Grosse), durch Hybridisierung an einer Zielnucleinsaure, die an einem festen Trager immobili- 
siert ist, beispielsweise einem Kugelchen, einer Membran, einer Scheibe oder einem Chip; durch Se- 

40 quenzierung; immunologisch (z.B. durch PCR-ELISA), durch Nachweis eines fluoreszierenden phospho- 
reszierenden oder radioaktiven Signals oder durch eine Reihe weiterer allgemein bekannter 
Massnahmen. In einem veranschaulichenden Beispiel fur ein Nachweisverfahreh werden beispielsweise 
PCR-Primer verwendet, die mit Hilfe von Haarnadelschleifen ("hairpin loops»>) vergrossert wurden, die 
mit Fluorescein verknupft sind und einem Benzoesaure-Derivat, das als quenchende Verbindung dient, 

45 so dass nur dann eine Fluoreszenz emittiert wird, wenn sich die Primer zur Bindung ihrer Ziele entfalten 
und Replikation stattfindet. 

Da hTRT-mRNA normalerweise als ein ausserst seltenes Transkript exprimiert wird, das selbst in Te- 
lomerasepositiven Zellen nur in sehr niedrigen Konzentrationen vorhanden ist, ist es oft wunschenswert, 
das durch einen Amplifikationsschritt erhaltene Signal zu optimieren oder zu verstarken. Eine Moglich- 

50 keit dafur besteht in der Erhohung der Anzahl von Amplifikationszyklen. Beispielsweise sind zwar 20 bis 
25 Cyclen fiir die Amplifikation der meisten mRNAs mittels der Polymerasekettenreaktion unter 
Standardreaktionsbedingungen ausreichend, der Nachweis von hTRT-mRNA kann jedoch in vielen Pro- 
ben in Abhangigkeit von dem Nachweisformat 30 bis 35 Amplifikationszyklen bendtigen. Durch sorgfalti- 
ge Auswahl der Amplifikationsbedingung einschliesslich der Anzahl von Amplifikationszyklen kann ein 

55 Assay entworfen werden, der nur dann zu einem Amplifikationsprodukt fuhrt, wenn eine Schwellenwert- 
menge des Ziels in der Testprobe vorhanden ist (d.h. so dass nur Proben mit einem hohen Spiegel an 
hTRT-mRNA ein «positives» Ergebnis zeigen). Daruber hinaus sind Verfahren bekannt, urn das durch 
Amplifikation der Zielsequenz erzeugte Signal zu verstarken. Zu den Verfahren zur Verbesserung der 
Fahigkeit ein amplifiziertes Ziel nachzuweisen, gehdren Signalamplifikationssysteme, beispielsweise: Si- 

60 gnalamplifikation mit verzweigter DNA "branched DNA signal amplification" (s. z.B. US-Patent Nr. 
5 124 246 und Urdea, Bio/Tech. 12 (1994), 926); das «tyramide»-Signalamplifikationssystem (TSA, Du- 
Pont); Amplifikation mit einem katalytischen Signal ("catalytic signal amplification » (CSA) (Dako); Q 
Beta-Replicase-Systeme (Tyagi et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 93 (1996), 5395) etc. 

Es ist fur den Fachmann offensichtlich, dass unabhangig von dem verwendetemAmplifikationsverfah- 

65 ren eine Vielzahl von auf dem Fachgebiet bekannten quantitativen Verfahren zun Quantifizierung ver- 



70 



CH 689 672 A9 



wendet werden kann, falls dies erwunscht ist. Beispielsweise konnen, falls erwunscht, zwei Oder mehr 
Polynucleotide in einer einzigen Probe gemeinsam amplifiziert werden. Dies s Verfahren kann als ein 
zwecknnassiges Verfahren zur Quantifizierung der hTRT-mRNA-Menge in einer Probe verwendet wer- 
den, da sowohl die reverse Transkription als auch Amplifikationsreaktionen im gleichen R aktionsge- 

5 misch fur ein Ziel- und Kontroll-Polynucleotid durchgefuhrt werden. Die gemeinsame Amplifikation mit 
dem Kontrollpolynucleotid (das normal rweise in einer bekannten Konzentration oder einer bekannten 
Kopienanzahl vorhanden ist) kann zur Normalisierung der Anzahl von Zellen in der Probe im Vergleich 
zu der Menge an hTRT in der Probe verwendet werden. Zu den geeigneten Kontroll-Polynucleotiden fur 
Coamplifikationsreaktionen gehoren DNA von «housekeeping»-Genen exprimierte RNA, konstitutiv expri- 

10 mierte Gene und in vitro synthetisierte RNAs oder DNAs, die zu dem Reaktionsgemisch gegeben wer- 
den. Zu den endogenen Kontroll-Polynucleotiden zahlen solche, die bereits in der Probe vorhanden 
sind, wahrend exogene Kontroll-Polynucleotide einer Probe zugegeben werden, wodurch eine Reaktion 
«mit Schuss» («spiked») erzeugt wird. Zu den Beispielen fur Kontroll-RNAs zahlen p-Actin-RNA, 
GAPDH RNA, snRNAs, hTR und endogen exprimierte 28S rRNA (siehe Khan et al., Neuro sci. Lett. 

15 147 (1992). 114. Zu exogenen Kontroll-Polynucleotiden gehoren eine synthetische AW106-cRNA, die 
von pAW106 als «sense»-Strang mitteis T7-Polymerase synthetisiert werden kann. Damit das Coamplifi- 
kationsverfahren fur eine Quantifizierung verwendet werden kann, mussen sowohl die Kontroll-Nucleoti- 
de als auch die Ziel-Polynucleotide ublicherweise in einem linearen Bereich amplifiziert werden. Aus- 
fuhrliche Protokolle fur eine quantitative PCR konnen gefunden werden in PCR Protocols, A Guide to 

20 Methods and Applications, Innis et aL, Academic Press, Inc. N.Y. (1990) und Ausubelet ah, a.a.O. (Ein- 
heit 15) und Diaco, R. (1995) Practical Considerations for the Design of Quantitative PCR Assays, in 
PCR Strategies, S. 84-108, Innis et al. Herausg. Academic Press, New York. 

In Abhangigkeit von der Sequenz des endogenen oder exogenen Standards konnen unterschiedliche 
Primersatze fur die Coamplifikationsreaktion verwendet werden. Bei einem Verfahren, der sogenannten 

25 kompetitiven Amplifikation, beinhaltet die quantitative PCR die gleichzeitige Coamplifikation mit einer be- 
kannten Menge einer Kontrollsequenz, wobei die gleichen Primer, die fur die Zielnucleinsaure verwendet 
werden, benutzt werden (ein Paar mit zwei Primern). In einer alternativen Ausfuhrungsform, die als 
nicht-kompetitive Amplifikation bekannt ist, werden die Kontrollsequenz und die Zielsequenz (z.B. hTRT- 
cDNA) unter Verwendung unterschiediicher Primer (d.h. 2 Paare von 2 Primern) amplifiziert. In einer 

30 weiteren alternativen Ausfuhrungsform, der sogenannten semi-kompetitiven Amplifikation, werden drei 
Primer verwendet, wobei einer hTRT-spezifisch, einer kontroll-spezifisch und einer in der Lage ist, sich 
sowohl an Zielsequenzen als auch Kontrollsequenzen anzulagern. Semi-kompetitive Amplifikation wird in 
dem US-Patent Nr. 5 629 154 beschrieben, das hiermit durch Bezugnahme als Bestandteil dieser Be- 
schreibung angesehen werden kann. 

35 

3) Auf Hybridisierung basierende Assays 
a) Allgemeines 

40 Eine Vielzahl von Verfahren fur die spezifische Messung von DNA und RNA mit Hilfe von Nuclein- 
saure-Hybridisierungsverfahren sind dem Fachmann bekannt (siehe Sambrook et al., a.a.O.). Auf Hybri- 
disierung basierende Assays betreffen Assays, bei denen eine Nucleinsauresonde an eine Zielnuclein- 
saure hybridisiert wird. Ublicherweise sind die erfindungsgemassen Nucleinsaure-Hybridisierungssonden 
vollstandig oder im wesentlichen identisch zu einer zusammenhangenden Sequenz des hTRT-Gens 

45 oder der entsprechenden RNA-Sequenz. Vorzugsweise sind die Nucleinsauresonden mindestens etwa 
10 Basen lang, mehr bevorzugt mindestens etwa 20 Basen und am meisten bevorzugt etwa 200 Basen 
oder langer. Verfahren zur Auswahl von Nucleinsauresondensequenzen zur Verwendung bei der Nu- 
cleinsaurehybridisierung werden in Sambrook et al., a.a.O. diskutiert. In einigen Formaten sind entweder 
das Ziel oder die Sonde oder beide immobilisiert Bei der tmmobilisierten Nucleinsaure kann es sich um 

50 eine DNA, RNA oder ein anderes Oligo- oder Polynucleotid handeln. Diese konnen naturlich oder nicht 
naturltch vorkommende Nucleotide, Nucleotidanaioga oder Ruckgrate umfassen. Solche Assays konnen 
in verschiedenen Formaten verwendet werden, beispielsweise: Southern, Northern «dot»> und «s!ot» 
Blots, Polynucleotid- oder Oligonucleotid-Arrays mit hoher Dichte (z.B. Gene Chi ps\Affymetrix), Mess- 
stabchen, Messnadeln («pins»), Chips oder Kugetchen. All diese Verfahren sind auf dem Fachgebiet all- 

55 gemein bekannt und sie stellen die Basis vieler im Handel erhaltlicher diagnostischer Kits dar. Hybridi- 
sierungstechniken werden allgemein beschrieben in Hames et al„ Herausg. Nucleic Acid Hybridization, 
A Practical Approach IRL Press (1985); Gall und Pardue, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 63 (1969), 378- 
383 und John et al., Nature, 223 (1969) 582-587. 

Dem Fachmann sind eine Vielzahl von Formaten fur die Nucleinsaurehybridisierung bekannt. Bei- 

60 spielsweise stellt die direkte Hybridisierung ein ubliches Format dar, wobei eine Zielnucleinsaure mit ei- 
ner markierten komplementaren Sonde hybridisiert wird. Gewohnlich werden markierte Nucteinsauren 
fur die Hybridisierung verwendet, wobei die Markierung das nachweisbare Signal liefert. Ein Verfahren 
zur Beurteilung der Anwesenheit, des Fehlens oder der Menge an hTRT-mRNA besteht in der Durch- 
fuhrung eines Northern-Transfers von RNA aus einer Probe und der Hybridisierung mit einer markierten 

65 hTRT-spezifischen Nucleinsauresonde, so wie dies in Beispiel 2 veranschaulicht ist. Wie ber its vorste- 
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hend angemerkt, ist hTRT-mRNA, wenn uberhaupt, in den meisten Zellen nur in sehr geringen Mengen 
vorhanden. Somit ist es bei der Verwendung einer Northern-Hybridisierung oft wunschenswert, einen 
Amplifikationsschritt Oder altemativ grosse Mengen an Ausgangs-RNA zu verwenden. Ein zweckmassi- 
ges Verfahren zur Beurteilung der Anwesenheit, des Fehlens Oder der Menge von hTRT-Proteine codie- 

5 render DNA in einer Probe umfasst einen Southern-Transfer von DNA aus einer Probe und die Hybridi- 
sierung mit einer markierten hTRT-spezifischen Nucleinsauresonde. 

Zu weiteren ublichen Hybridisierungsformaten gehdren «Sandwich»>-Assays und Kompetitions- Oder 
Verdrangungs-Assays. Bei den "Sandwich "-Assays handelt es sich urn im Handel erhaltliche zweck- 
massige Hybridisierungsassays zum Nachweis und zur Isolierung von Nucleinsauresequenzen. In sol- 

10 chen Assays werden eine «Einfang»-Nucleinsaure, die kovalent an einen festen Trager immobilisiert ist, 
und eine markierte «Signal»-Nucleinsaure in Losung verwendet. Die biologische oder klinische Probe 
liefert die Zielnucleinsaure. Die «Einfang»»-Nucleinsaure- und die «Signal»-Nucleinsauresonde hybridisie- 
ren mit der Zielnucleinsaure, wobei ein «Sandwich»>-Hybridisierungskomplex gebildet wird. Fur die Wirk- 
samkeit ist es erforderlich, dass die Signalnucleinsaure mit der «Einfang»-Nucleinsaure hybridisieren 

15 kann. 

b) Auf einem Chip und auf einer Scheibe basierende Assays 

Die vorliegende Erfindung steflt ferner auf einer Sonde basierende Hybridisierungsassays fur hTRT- 

20 Genprodukte bereit, wobei Arrays von immobilisierten Oligonucleotiden oder Oligonucleotiden verwendet 
werden, an die eine hTRT-Nucleinsaure hybridisieren kann (d.h. an einige, jedoch normaierweise nicht 
an alle, oder nicht einmal an die meisten der immobilisierten Oligo- oder Polynucleotide). Oligonucleotid- \ 
Arrays mit hoher Dichte oder Polynucleotid-Arrays stellen ein Mittel fur den effizienten Nachweis des 
Vorhandenseins und der Merkmale (z.B. der Sequenz) einer Zielnucleinsaure (z.B. ein hTRT-Gen, 

25 -mRNA oder -cDNA) dar. Es sind Techniken bekannt, mit denen sich Arrays herstellen lassen, die Tau- 
sende von zu definierten Sequenzen komplementare Oligonucleotide an definierten Positionen auf einer 
Oberflache enthalten, wobei fur die Synthese in situ photolithographische Verfahren verwendet werden 
(siehe z.B. US-Patent Nr.5 578 832, 5 556 752 und 5 510 270; F odor et al., Science 251 (1991), 767; 
Pease et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994), 5022 und Lockhart et al., Nature Biotech 14 (1996); 

30 1675) oder andere Verfahren zur schnellen Synthese und Anlagerung von definierten Oligonucleotiden 
(Blanchard etal., Biosensors & Btoelectronics 11 (1996), 687). Bei Anwendung dieser Verfahren werden 
Oligonucleotide (z.B. 20-mere) mit bekannter Sequenz direkt auf einer Oberflache, beispielsweise auf ei- 
ner Scheibe mit derivatisiertem Glas synthetisiert. Normaierweise ist das hergestellte Array redundant 
mit einigen Oligonucleotidsonden auf dem Chip, die fiir das nachzuweisendeh TRT-Polynucleotid spezi- 

35 fisch sind. 

Kombinationen von Oligonucleotidsonden konnen so entworfen werden, dass alternativ gespleisste 
mRNAs nachgewiesen werden konnen oder urn festzustellen, welches von verschiedenen hTRT-Allelen 
in einer bestimmten Probe exprimiert wird. 

In einer veranschaulichenden Ausfuhrungsform wird durch reverse Transkription von Gesamt-RNA 

40 von einer Testzelle praparierte cDNA amplifiziert (z.B. mittels PCR). Normaierweise ist das amplifizierte 
Produkt markiert, beispielsweise durch Einbau eines fluoreszenzmarkierten dNTPs. Die markierten cD- 
NAs werden dann mit einem Chip hybridisiert, der Oligonucleotidsonden umfasst, die zu verschiedenen 
Untersequenzen des hTRT-Gens komplementar sind. Die Hybridisierungspositionen werden bestimmt 
(z.B. gemass den allgemeinen Verfahren von Shalon et al., Genome Research 6 (1996), 639 oder 

45 Schena et al., Genome Res. 6 (1996) 639) und aus dem Hybridisierungsmuster die Sequenz (oder eine j 
andere Information) durch auf diesem Fachgebiet gut bekannte Verfahren abgeleitet. 

In einer Ausfuhrungsform werden zwei cDNA-Proben mit dem gleichen Chip hybridisiert, wobei jede 
mit einer unterschiedlichen Fluoreszenzgruppe markiert ist. Das Verhaltnis der Hybridisierung jeder mar- 
kierten Probe zu Stellen, die komplementar zu dem hTRT-Gen sind, wird dann untersucht. Falls beide 

50 Proben die gleiche Menge an hTRT-mRNA enthalten, betragt das Verhaltnis der beiden Fluoreszenzsi- 
gnale 1:1. Dabei muss das Signal der. Fluoreszenzen nicht so eingestellt werden, dass jedem Unter- 
schied in der molaren Empfindlichkeit der Fluoreszenzsignale Rechnung getragen wird. 

Im Gegensatz dazu wird das in der zweiten Probe verwendete Fluoreszenzsignal vorherrschen, falls 
die erste Probe von einem gesunden (oder Kontroll)-Gewebe stammt, und die zweite Probe von einem 

55 kanzerosen Gewebe. 

c) In situ-Hybridisierung 

Ein alternatives Verfahren zum Nachweis der Expression eines ein hTRT-Protein codierenden Gens 
60 ist in situ-Hybridisierung. In situ-Hybridisierungsassays sind gut bekannt und allgemein beschrieben in 
Angerer et al., Methods Enzymol. 152 (1987), 649-660 und Ausubel et al., a.a.O. In einem in situ-Hy- 
bridisierungsassay sind Zellen oder Gewebeproben an einem festen Trager fixiert, der sich typischerwei- 
se in einem permeabilisierten Zustand befindet, typischerweise auf einer Glasscheibe. Die Zellen wer- 
den dann mit einer Hybridisierungslosung bei einer moderaten Temperatur hybridisiert, urn so die Anla- 
55 gerung von markierten Nucleinsauresonden zu gestatten (z.B. 35 S-markierte Ribosonden, Fluoreszenz- 
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markierte Sonden), die komplementar Oder im wesentlichen komplementar zu hTRT sind. Freie Sonde 
wird durch Waschen und/oder Spaltung mit Nucleas entfernt und die gebundene Sonde wird direkt auf 
der Scheibe durch Autoradiographic oder ein geeignetes bildgebendes Verfahren, sowie dies auf dem 
Fachgebiet bekannt ist, sichtbar gemacht. 

5 

4) Spezifischer Nachweis von Varianten 

Wie bereits vorstehend angemerkt und in den Beispielen (z.B. Beispiel 9) veranschaulicht, konnen 
Amplifikations-Primer oder -Sonden ausgewahlt werden, urn Amplifikationsprodukte zu liefern, die spezi- 

10 fische Deletion, Verkurzungen und Insertionen umspannen, wodurch der Nachweis von spezifischen Va- 
rianten oder Anormalitaten in der hTRT-mRNA erleichtert wird. Ein Beispiel eines Genprodukts einer 
hTRT-Variante, das nachgewiesen werden kann, ist eine hTRT-RNA, wie beispielsweise ein vorstehend 
und in Beispiel 9 beschriebenes Produkt (SEQ. ID. Nr. 4). Die biologische Funktion der 182-Variante(n) 
ist nicht bekannt, falls uberhaupt eine vorhanden ist. Das von der Variante vermutlichcodierte verkurzte 

15 hTRT-Protein konnte jedoch an einer Regulation von Telomerase-Aktivitat beteiligt sein, beispielsweise 
durch Assemblierung eines nicht-funktionellen Telomerase-RNPs, der Telomerase-Bestandteile titriert. 
Alternativ konnte- eine negative Regulation von Telomerase-Aktivitat durch Steuerung der hTRT-pra- 
mRNA (naszierende mRNA) auf eine Weise erzielt werden, die zu einer Eliminierung der mRNA und 
der Herabsetzung des hTRT-mRNA-Spiegels fuhrt. Aus diesen und weiteren Grunden ist die Moglichkeit 

20 182- Varianten entdecken zu konnen von Nutzen. Zusatzlich mag es gelegentiich wunschenswert sein, in 
Proben, in denen zwei Spezies von hTRT-RNA vorhanden sind (z.B. eine 182-hTRT-RNA und eine das 
hTRT-Protein mit vollstandiger Lange codierende hTRT-RNA), deren relative und/oder absolute Haufig- 
keit zu vergleichen. 

Die Erfindung stellt eine Vielzahl von Verfahren zum Nachweis von 1 82- Varianten bereit. Beispiels- 

25 weise fuhrt eine Amplifikation unter Verwendung von Primerpaaren, die die 182-Basenpaardeletion um- 
spannen, zu Produkten unterschiedlicher Grdsse, die den deletierten und undeletierten hTRT-RNAs 
(falls beide vorhanden sind) entsprechen und diese konnen auf Grund ihrer Grdsse (z.B. durch Gelelek- 
trophorese) unterschieden werden. Zu den Beispielen fur Primerpaare, die zur Amplifikation des Be- 
reichs» der die 182 bp-Deletion umspannt, nutzlich sind, gehoren TCP1.14 und TCP1.15 (Primersatz 1) 

30 oder TCP1.25 und bTCP6 (Primersatz 2) (siehe Tabelle 2). Diese Primerpaare konnen getrennt verwen- 
det werden oder in einem PCR-Experiment mit «nested»-Primern, wobei der Primersatz 1 zuerst be- 
nutzt wird. Es ist fur den Fachmann auch offensichtlich, dass Hybridisierungsverfahren (z.B. Northern- 
Hybridisierung) oder RNAse-Schutzassays zum Nachweis von hTRT-RNA-Varianten oder urn solche Va- 
rianten unterscheiden zu konnen, unter Verwendung der erfindungsgemassen hTRTNucleinsauresonde 

35 verwendet werden konnen. 

Ein weiteres geeignetes Verfahren umfasst PCR-Amplifikation (oder ein aquivalentes Verfahren)mit 
drei Primern. Ein Primer ist spezifisch zu jeder hTRT-RNA-Spezies (z.B. wie in Tabelle 4 veranschau- 
licht) und ein Primer ist komplementar zu beiden Spezies (z.B. TCP1.25 (2270-2288)) - analog zu dem 
semi-kompetitiven quantitativen PCR-Verfahren, das ausfuhrlicher vorstehend beschrieben ist. Ein Bei- 

40 spiel eines Primers, der spezifisch zu SEQ. ID. Nr. 1 ist, ist ein Primer, der sich innerhalb der Sequenz 
von 182 Nucleotiden (d.h. Nucleotide 2345 bis 2526 von SEQ. ID. Nr. 1) anlagert, z.B. TCP1.73 (2465- 
2445). Ein Primer, der zu SEQ. ID. Nr. 4 (eine Al82-Variante) spezifisch ist, ist beispielsweise ein Pri- 
mer, der an die Nucleotide 2358-2339 von SEQ. ID. Nr. 4 anlagert (d.h. der Stelle, die der Insertion 
von 182 Nucleotiden in SEQ. ID. Nr. 1 entspricht). Die absolute Haufigkeit der Al82-hTRT-mRNA-Spezi- 

45 es oder deren relative Haufigkeit im Vergleich zu der Spezies, die das hTRT-Protein mit vollstandiger 
Lange codiert, kann bezuglich einer Korrelation mit dem Zellstatus (z.B. der Fahigkeit zur unbegrenzten 
Proliferation) analysiert werden. Zahlreiche weitere Primer konnen ausgehend von der vorliegenden Be- 
schreibung ausgewahlt werden. 

50 
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TABELLE 4 



BEISPIELE FUR PRIMER 



182-Spezies (z.B. SEQ. ID. Nr. 4) spezifischer Primer: 

5 1 -GGCACTGGACGTAGGACGTG-3 
hTRT (SEQ. ID. Nr. 1) spezifischer Primer (TCP1.73): 

5 ■ -CACTGCTGGCCTCATTCAGGG-3 
Gemeinsamer (vorwarts) -Primer (TCP1.25) : 

5 1 -TACTGCGTGCGTCGGTATG-3 

Zu der weiteren hTRT-Genen von Varianten oder den entsprechenden Genprodukten, die nachgewie- 
sen werden konnen, gehoren solche, die durch Codons, die zu einem vorzeitigen Stop fuhren, Deietio- 
nen, Substitutionen Oder Insertionen charakterisiert sind. Deletionen konnen anhand der verringerten 
Grosse des Gens, des mRNA-Transkripts oder der cDNA nachgewiesen werden. Auf ahnliche Weise 
konnen Insertionen anhand der gesteigerten Grosse des Gens, des mRNA-Transkripts oder der cDNA 
nachgewiesen werden. Insertionen und Deletionen konnen auch eine Verschiebung des Leserahmens 
hervorrufen, was zur Entstehung von Codons fur einen fruhzeitigen Stop oder langerer offener Leserah- 
men fuhrt. Substitutionen konnen durch Hybridisierung mit einer Sonde nachgewiesen werden. Diese 
Veranderungen werden dadurch nachgewiesen, dass Veranderungen der Grosse der hTRT-Polypeptid- 
Variante untersucht werden (z.B. durch Western-Analyse) oder durch Hybridisierung oder spezifische 
Amplifikation, je nach dem, wie es zweckmassig erscheint. Alternativ konnen Mutationen durch Sequen- 
zierung des Gens oder des Genprodukts gemass Standardverfahren bestimmt werden. Daruber hinaus 
und wie bereits vorstehend angemerkt, konnen Amplifikationsassays und Hybridisierungssonden ausge- 
wahlt werden, urn auf bestimmte Anormalitaten spezifisch abzielen zu konnen. Beispielsweise konnen 
Nucleinsauresonden oder Amplifikationsprimer ausgewahlt werden, die spezifisch mit der Region hybri- 
disieren, die die Deletion, Substitution oder Insertion enthalt bzw. diese spezifisch amplifiziert. An der 
Stelle, wo das hTRT-Gen eine solche Mutation enthalt (1) hybridisiert die Sonde entweder nicht, oder 
die Amplifikationsreaktion liefert keine spezifische Amplifikation oder wird zu einer Veranderung der 
Grosse des Amplifikationsprodukts oder des Hybridisierungssignals fuhren; oder (2) die Sonde oder Am- 
plifikationsreaktion umfasst die gesamte Deletion oder beide Enden der Deletion (Deletionsverbindungs- 
punkt) oder (3) ahnlicherweise konnen Sonden und Amplifikationsprimer ausgewahlt werden, die spezi- 
fisch auf Punktmutationen oder Insertionen abzielen. 

5) Nachweis von HTRT-Mutantenallelen 

Mutationen im hTRT-Gen konnten fur die Entstehung einer Erkrankung verantwortlich sein oder konn- 
ten zu einem Krankheitszustand beitragen. Veranderungen der genomischen DNA von hTRT konnten 
die Spiegel der Gentranskription beeinflussen, zu Veranderungen von Aminosaureresten im hTRT-Prote- 
in fuhren, dazu fuhren, dass verkurzte hTRT-Polypeptide hergestellt werden, die Prozessierungswege 
der pra-mRNA andern (was die hTRT-mRNA-Spiegel verandern kann) und auch weitere Konsequenzen 
zur Folge haben. 

Anderungen der genomischen DNA in Nicht-hTRT-Loci konnen auch die Expression von hTRT oder 
Telomerase durch Veranderung der Enzyme oder zellularen Prozesse beeinflussen, die fur die Regulati- 
on der Expression von hTRT, hTR und Telomerase-assoziierten Proteinen verantwortlich sind, sowie fur 
die Prozessierung und die RNP-Assemblierung und den Transport. Anderungen, die die hTRT-Expressi- 
on, die Prozessierung oder RNP-Assemblierung betrefffen, konnten auch fur den Verlauf einer Krebser- 
krankung, fur Alterserkrankungen, fur Krankheiten hinsichtlich eines DNA-Schadens etc. wichtig sein. 

Der Nachweis von Mutationen in hTRT-mRNA oder dem entsprechenden Gen und Genkontrollele- 
menten kann auf vielfaltige Weise gemass den hier beschriebenen Verfahren durchgefuhrt werden. 
Dazu gehoren folgende veranschaulichende Beispiele: Es kann ein Verfahren, das als «Primer-Scree- 
ning>» bezeichnet wird, verwendet werden; es werden PCR-Primer entworfen, deren 3'-Enden sich an 
Nucleotide in einer Proben-DNA (oder RNA), die moglicherweise mutiert sind, anlagern. Falls die DNA 
(oder RNA) durch die Primer amplifiziert wird, paaren die 3'-Enden mit den Nucleotiden im Gen, falls 
die DNA nicht amplifiziert wird, dann paaren entweder eines oder beide Enden nicht mit den Nucleoti- 
den im Oen, was die Anwesenheit einer Mutation anzeigt. Auf ahnliche Weise konnen Primer so ent- 
worfen werden, dass Punktmutationen unter Verwendung der Ligase-Kettenreaktion (LCR, vorstehend 
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beschrieben) nachg wiesen werden konnen. Eine weitere Technik, die bei dem vorliegenden Verfahren 
angewandt werden kann, basiert auf Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus, RFLP (Pourzand, C, 
Cerutti, P. Mutat. Res. 288 (1993), 113-121). Dabei wird ein Southern-Blot menschlicher genomischer 
DNA, die mit verschied nen Restriktionsenzymen gespalten wurde, mit einer hTRT-spezifischen Sonde 

5 hybridisiert. Unterschied hinsichtlich der Fragmentanzahl oder Fragmentgrossen zwischen der Probe 
und einer Kontrolle zeigen eine Veranderung der experimentellen Probe an, normalerweise eine Inserti- 
on oder Deletion. Einzelstrang-Konformationspolymorphismus, SSCP, (Orrita, M. et. al., PNAS USA 86 
(1989), 2766-70) ist eine weitere Technik, die fur das vorliegende Verfahren angewandt werden kann. 
SSCP basiert auf der unterschiedlichen Wanderung von denaturierten einzelstrangigen DNAs des Wild- 

10 typs bzw. einer Mutante (die normalerweise durch PCR erzeugt wurden). Einzelstrangige DNA nimmt 
eine dreidimensionale Konformation ein, die sequenzspezifisch ist. Auch Sequenzunterschiede, die le- 
diglich eine einzelne Base betreffen, konnen zu einer Mobilitatsverschiebung in einem nicht-denaturie- 
renden Gel fuhren. SSCP ist aufgrund seiner Einfachheit eines der am haufigsten verwendeten Verfah- 
ren zum Mutations-Screenen. Eine weitere Technik, die bei dem vorliegenden Verfahren angewandt 

15 werden kann, ist die denaturierende Gradientengelelektrophorese, DGGE (Myers et al., Methods in En- 
zymology 155 (1987), 501-527). Mittels DGGE konnen Mutationen aufgrund des Schmelzverhaltens 
doppelstrangiger DNA identifiziert werden. Zur Analyse des Schmelzprofils von experimentelier DNA und 
KontrolI-DNA wird eine spezielle Ausrustung fur denaturierende Elektrophorese verwendet: Eine eine 
Mutation enthaltende DNA besitzt eine unterschiedliche Mobilitat in diesen Gelsystemen im Vergleich 

20 zur Kontrolle. Die diskutierten Beispiele veranschaulichen allgemein angewandte Verfahren, daruber hin- 
aus gibt es zahlreiche andere Verfahren, die dem Fachmann bekannt sind. 

F. Analyse des Karyotyps 

25 Die vorliegende Erfindung stellt ferner Verfahren und Reagenzien zur Analyse des Karyotyps oder fur 
andere Chromosomen-Analysen bereit, wobei hTRT-Sequenzsonden verwendet werden und/oder der 
Nachweis oder die Lokalisierung von hTRT-Gensequenzen in Chromosomen eines Patienten, einer 
menschlichen Zellinie oder einer nichtmenschlichen Zelle. In einer Ausfuhrungsform kann die Amplifikati- 
on (d.h. eine Veranderung in der Kopienanzahl), Deletion (d.h. partielle Deletion), Insertion, Substitution 

30 oder Veranderungen in der chromosomalen Lokalisierung (z.B. Translokation) eines hTRT-Gens mit 
dem Vorhandensein eines pathologischen Zustands oder einer Predisposition fur die Entwicklung eines 
pathologischen Zustands (z.B. Krebs) korreliert sein. 

Es wurde in der vorliegenden Erfindung festgestellt, dass in normalen menschlichen Zellen das 
hTRT-Gen nahe dem Telomer von Chromosom 5p kartiert (siehe das nachstehende Beispiel 5). Der am 

35 nachsten benachbarte STS-Marker ist D5S678. Dessen Lage kann zur Identifizierung von Markern ver- 
wendet werden, die mit dem hTRT-Gen eng gekoppelt sind. Diese Marker konnen zur Identifizierung 
von YACs, STSs, Cosmiden, BACs, lambda-Phagen oder P1-Phagen oder anderen Clonen verwendet 
werden, die genomische hTRT-Sequenzen oder -Kontrollelemente enthalten. Die Marker oder die Lage 
des Gens konnen verwendet werden, um menschliche Gewebeproben hinsichtlich Veranderungen in der 

40 normalen Lage des hTRT Gens, dessen Organisation oder Sequenz, die mit dem Auftreten eines 
Krebstyps oder einer Krankheit assoziiert sind, zu untersuchen. Diese Information kann dann fur die 
Diagnose oder Prognose hinsichtlich der beteiligten Krankheit oder des Krebses verwendet werden. 
Daruber hinaus kann die Art jeder Veranderung des hTRT-Gens eine Information uber die Ursachen lie- 
fern, durch die Zellen unsterblich werden. Beispielsweise konnte ein Translokationsereignis anzeigen, 

45 dass die Aktivierung der hTRT-Expression in manchen Fallen durch Austausch des hTRT-Promotors ge- 
gen einen anderen Promotor geschieht, der die hTRT-Transkription auf ungunstige Weise steuert Erfin- 
dungsgemasse Verfahren und Reagenzien dieses Typs konnen zur Entwicklung von Strategien verwen- 
det werden, mit denen hTRT-Aktivierungsprozesse bekampft werden konnen. Die Lage ist auch fur die 
Bestimmung der Natur der hTRT-Genrepression in normalen somatischen Zellen von Nutzen, beispiels- 

50 weise bei der Untersuchung, ob die Lage innerhalb eines Teils von nicht-exprimierendem Heterochro- 
matin ist. Assays, die auf einer Nuclease-Uberempfindlichkeit basieren, zur Unterscheidung zwischen 
Heterochromatin und Euchromatin sind beispielsweise beschrieben in Wu et aL, Cell 16 (1979), 797; 
Groudine und Weintraub, Cell 30 (1982), 131 und Gross und Garrard, Ann. Rev. Biochem. 57 (1988), 
159. 

55 In einer Ausfuhrungsform werden Veranderungen des hTRT-Gens durch Analyse des Karyotyps iden- 
tifiziert, wobei zahlreiche auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren verwendet werden konnen. Ein 
zweckmassiges Verfahren ist die in situ-Hybridisierung (ISH). Wenn in situ-Hybridisierungsverfahren fur 
die Karyotyp-Analyse verwendet werden, wird normalerweise eine nachweisbare oder nachweisbar mar- 
kierte Probe mit einer chromosomalen Probe in situ zur Lokalisierung einer hTRT-Gensequenz hybridi- 

60 siert. Im allgemeinen umfasst ISH einen oder mehrere der folgenden Schritte: (1) Fixierung des Gewe- 
bes, der Zelle oder der anderen zu analysierenden biologischen Struktur; (2) Vorhybridisierungsbehand- 
lung der biologischen Struktur zur Steigerung der Zuganglichkeit der Ziel-DNA (z.B. Denaturierung mit 
Hitze oder Alkali) und zur Verringerung ein r unspezifischen Bindung (z.B. durch Blockierung des 
Hybridisierungsvermogens repetitiver Sequenzen (z.B. mittels menschlicher genomischer DNA); (3) Hy- 

65 bridisierung von einer oder mehreren Nucleinsaurescnden (z.B. ubliche Nucleinsauren, PNAs oder an- 
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dere Nucleinsaure-Analqge) mit der Nucleinsaure in der biologischen Struktur Oder dem Gewebe; (4) 
Waschschritte nach der Hybridisierung zur Entfernung von Nucleinsaurefragmenten, die wahrend der 
Hybridisierung nicht gebunden waren und (5) Nachweis der hybridisierten Nucleinsaurefragmente. Die in 
jedem dieser Schritte verwendeten Reagenzien und anzuwendenden Bedingungen hangen von der je- 

5 weiligen Anwendung ab. Naturlich konnen diese Schritte auf vielfaltige Weise modifiziert werden, wie 
dies dem Fachmann bekannt ist. 

In einer Ausfuhrungsform der ISH wird die hTRT-Sonde mit einem Fluoreszenzmarker markiert (in 
situ Fluoreszenzhybridisierung; «FISH»). Normalerweise ist es wunschenswert, eine «zwei-Farben»- 
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung anzuwenden, bei denen zwei mit einem unterschiedlichen Fluores- 

10 zenzfarbstoff markierte Sonden verwendet werden. Eine Testsonde, die mit der gewunschten hTRT-Se- 
quenz hybridisiert, wird mit einem Farbstoff markiert, und eine Kontrollsonde, die mit einem anderen Be- 
reich hybridisiert wird, wird mit einem zweiten Farbstoff markiert. Als Kontrollsonde kann eine Nuclein- 
saure verwendet werden, die mit einem stabilen Bereich des gewunschten Chromosoms, beispielsweise 
dem Zentromerbereich, hybridisiert. Auf diese Weise kann Unterschieden in der Effizienz der Hybridisie- 

15 rung, die von Probe zu Probe schwanken kann, Rechnung getragen werden. 

Die ISH Verfahren zum Nachweis chromosomaler Anomalien (z.B. FISH) konnen an Nanogrammen- 
gen der fraglichen Nucleinsauren durchgefuhrt werden. Es konnen in Paraffin eingebettete normale Ge- 
webe oder Tumorsektionen verwendet werden, aber auch frisches oder gefrorenes Material, Gewebe 
Oder Sektionen. Da FISH bei diesem begrenzten Material angewandt werden kann, konnen auch Prapa- 

20 rationen von nichtkultivierten primaren Tumoren, die nur in Spuren hergestellt werden konnen («touch»- 
Praparationen) verwendet werden (siehe z.B. Kallioniemi et a!., Cytogenet. Cell Genet. 60 (1992) 190). 
Beispielsweise konnen kleine Biopsie-Gewebeproben von Tumoren fur «touch»-Praparationen verwen- 
det werden (siehe z.B. Kallioniemi et al., a.a.O.). Es konnen auch kleine Anzahlen von Zellen analysiert 
werden, die durch Saugbiopsie erhalten wurden oder Zellen in Korperflussigkeiten (z.B. Blut, Urin, Spu- 

25 turn etc.) analysiert werden. Fur eine pranatale Diagnose zahlen Amnionflussigkeit, Blut der Mutter etc. 
zu den geeigneten Proben. Zweckmassige fur die hier beschriebenen Verfahren und Reagenzien an- 
wendbare Hybridisierungsprotokolle sind beschrieben in Pinkel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 
(1988), 9138; EP-A1 0 430 402; Choo (Herausg. Methods in Molecular Biology Vol. 33: In Situ Hybridi- 
zation Protocols, Humana Press-Totowa, New Jersey (1994) und Kallioniemi et al. t a.a.O. 

30 Zu weiteren fur die Karyotyp-Analyse nutzlichen Verfahren zahlen beispielsweise Verfahren wie quan- 
titatives Southern-Blotting, quantitative PCR oder vergleichende genomische Hybridisierung (Kallioniemi 
et al., Science 258 (1992), 818), wobei die erfindungsgemassen hTRT-Sonden und -Primer zur Identifi- 
kation einer Amplifikation, Deletion, Insertion, Substitution von hTRT-Sequenzen in Chromosomen in ei- 
ner biologischen Probe oder andere Rearrangements von hTRT-Sequenzen verwendet werden konnen. 

35 

G. TRT-Polypeptid-Assays 

1) Allgemeines / 

40 Die vorliegende Erfindung stellt Verfahren und Reagenzien zum Nachweis und zur Quantifizierung 
von hTRT-Polypeptidenbereit. Zu diesen Verfahren zahlen analytische biochemische Verfahren, bei- 
spielsweise Elektrophorese, Massenspektroskopie, «Gelshift», Kapillarelektrophorese, chromatographi- 
sche Verfahren, beispielsweise Grossenausschluss, Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC), 
(TLC), Hyperdiffusionschromatographie etc., oder verschiedene immunologische Verfahren, beispielswei- 

45 se Flussigkeits- oder Gel-Prazipitin-Reaktion, Immundiffusion (Einzel- oder Doppel-), Immunelektrophore- 
se, Radtoimmunassay (RIA), enzymverbundene Immunabsorptionsbestimmungen (ELISAs), Immunfluo- 
reszenz-Assays, Western-Blotting, Massenspektrometrie und weitere Verfahren, die nachstehend be- 
schrieben werden und fur den Fachmann nach Lesen dieser Beschreibung offensichtlich sind. 

50 2) Elektrophoretische Assays 

In einer Ausfuhrungsform werden die hTRT-Polypeptide durch elektrophoretische Proteinauftrennung 
nachgewiesen. Ein Aspekt betrifft ein zweidimensionales Elektrophoresesystem. 

Mittel zum Nachweis von Proteinen unter Verwendung von Elektrophoreseverfahren sind dem Fach- 
55 mann gut bekannt (siehe allgemein R. Scopes (1982) Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y.; Deut- 
scher, Methods in Enzymology Vol. 182 (1990): Guide to Protein Purification, Academic Press, Inc., 
N.Y.). 

In einer ahnlichen Ausfuhrungsform wird ein «mobility shift»-Assay verwendet (siehe z.B. Ausubel et 
al., a.a.O.). Beispielsweise assoziiert markierte hTR mit hTRT und wandert mit veranderter Mobilitat bei 

60 der Elektrophorese in einem nicht-denaturierten Polyacrylamidgel etc. Somit fuhrt beispielsweise dann, 
wenn eine markierte hTR-Sonde oder ein markierter Telomerase-Primer mit einer hTRT enthaltenden 
Probe vermischt wird oder mit hTRT coexprimiert wird, (z.B. in inem zellfreien Expressionssystem) das 
Vorhandensein von hTPT-Protein (oder eines hTRT codierenden Polynucleotids) in der Probe zu einer 
nachweisbar n Anderu. ig de r hfRT-Mobilitat. 

65 i 
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3) Immunassays 
A) Allgemeines 

5 Die vortiegende Erfindung stellt auch V rfahren zum Nachweis von hTRT-Polypeptiden ber it, wobei 
eine oder mehrere erfindungsgemasse Antikorperreagenzien verwendet werden (d.h. Immunassays). 
Wie hier verwendet, bezeichnet ein Immunassay einen Assay, bei dem ein Antikorper (wie hier ausfuhr- 
lich definiert gehdren dazu auch Fragmente, chimare und andere bindende Agenzien) verwendet wird, 
der spezifisch an ein hTRT-Polypeptid Oder -Epitop bindet. Erfindungsgemasse Antikorper konnen durch 

10 eine Vielzahl von dem Fachmann bekannten Verfahren, beispielsweise den vorstehend beschriebenen, 
hergestellt werden. 

Es ist eine Anzah! von gut etablierten immunologischen Bindungs-Assayformaten bekannt, die fur die 
Durchfuhrung der Erfindung geeignet sind (siehe z.B. US-Patente 4 366 241, 4 376 110, 4 517 288 und 
4 837 168 und Methods in Cell Biology Volume 37: Antibodies in Cell Biology, Asai, Herausg. Academic 

15 Press, Inc. New York (1993); Basic and Clinical Immunology, 7. Ausgabe, Stites & Terr Herausg. (1991) 
Harlow und Lane, a.a.O.) z.B. Kapitel 14) und Ausubel et al., a.a.O. (z.B. Kapitel 11), wobei jedes die- 
ser Dokumente durch Bezugnahme in seiner Gesamtheit und fur alle Zwecke als Bestandteil dieser Be- 
schreibung angesehen werden kann. Typischerweise wird in immunologischen Bindungsassays (oder 
Immunassays) ein «Einfang»-Agens zur spezifischen Bindung an den Analyten und oft auch dessen Im- 

20 mobilisierung verwendet. In einer Ausfuhrungsform ist das «Einfang»>-Agens eine Einheit, die an ein 
hTRT-Polypeptid oder eine Untersequenz spezifisch bindet, beispielsweise ein antihTRT-Antikorper. In 
einer alternativen Ausfuhrungsform kann das «Einfang»>-Agens unter solchen Bedingungen an hTRT as- 
soziiertes Protein oder -RNA binden, bei denen das hTRT-assoziierte Molekul an die hTRT gebunden 
bleibt (so dass, falls das hTRT-assoziierte Molekul immobilisiert ist, das hTRT-Protein ahnlich immobili- 

25 siert ist). In Assays, bei denen ein hTRT-assoziiertes Molekul eingefangen wird, wird normalerweise das 
assoziierte hTRT-Protein, beispielsweise mittels eines anti-hTRT-Antikorpers oder ahnlichem nachgewie- 
sen werden. Immunassays zum Nachweis von Proteinkomplexen sind auf dem Fachgebiet bekannt (sie- 
he z.B. Harlow und Lane, a.a.O., S. 583). 

Normalerweise wird das zu untersuchenden hTRT-Genprodukt direkt oder indirekt mittels einer nach- 

30 weisbaren Markierung nachgewiesen. Die in dem Assay verwendete spezielle Markierung bzw. die 
nachweisbare Gruppe ist normalerweise kein kritischer Aspekt der Erfindung solange diese nicht die 
spezifische Bindung des in dem Assay verwendeten Antikorpers oder den Antikorper wesentlich stort 
Die Markierung kann mit dem «Einfang»-Agens kovalent verknupft sein (z.B. ein anti-TRT- Antikorper) 
Oder er kann an eine dritte Einheit angeknupft sein, beispielsweise einem anderen Antikorper, der bei- 

35 spielsweise an das hTRT-Polypeptid spezifisch bindet (an ein anderes Epitop als das, das von dem 
«Einfang»-Agens erkannt wird, das «Einfang»-Agens (z.B. ein anti-(erster Antikorper) Immunglobulin); 
ein anti-TRT-Antikdrper; ein Antikorper, der an einen anti-TRT- Antikorper bindet oder ein Antikdrper/Te- 
lomerase-Komplex (z.B. uber die Bindung an ein assoziiertes Molekul, beispielsweise ein Telomeraseas- 
soziiertes Protein). Andere Proteine, die an dem in dem Assay verwendeten Antikorper binden konnen, 

40 z.B. Protein A oder Protein G, konnen auch markiert sein. In einigen Ausfuhrungsformen kann es 
zweckmassig sein, mehr als ein markiertes Molekul zu verwenden (d.h. solche, die voneinander unter- 
schieden werden konnen). Zusatzlich kann ein markierter Antikorper, der das Protein oder die RNA, die 
mit dem hTRT-Protein assoziiert ist, erkennt, verwendet werden, wenn das durch das «Einfang»-Agens 
(z.B. ein anti-hTRT-Antikorper) gebundene (beispielsweise immobilisierte) Ziel ein Komplex ist (d.h. ein 
r 45 Komplex aus hTRT und einem TRT-assoziierten Protein, hTR oder einem anderen TRT-assoziierten 
Molekul. Wenn es sich bei dem Komplex urn einen Protein/Nucleinsaure-Komplex (z.B. TRT-hTR) han- 
delt, kann das Reportermolekul ein Polynucleotid oder ein anderes Molekul (z.B. ein Enzym) sein, das 
die RNA-Komponente des Komplexes erkennt. 

Bei einigen Immunassayformaten ist die Verwendung von markierten Bestandteilen nicht erforderlich. 

50 Beispielsweise konnen Agglutinationsassays zum Nachweis des Vorhandenseins der Ziel-Antikorper ver- 
wendet werden. In diesem Fall werden Antigen-geschichtete Partikel durch die Zielantikorper enthalten- 
den Proben agglutiniert. Bei diesem Assay-Format mussen die Bestandteile nicht markiert sein und die 
Anwesenheit des Ziel-Antikdrpers kann durch einfache visuelle Uberprufung nachgewiesen werden. 

55 b) Nicht-kompetitive Assayformate 

Die vorliegende Erfindung stellt Verfahren und Reagenzien fur kompetitive und nicht-kompetitive Im- 
munassays zum Nachweis von hTRT-Polypeptiden bereit. Bei nichtkompetitiven Immunassays handelt 
es sich urn Assays, bei denen die Menge des eingefangenen Analyten (in diesem Fall hTRT) direkt ge- 

60 messen wird. Ein Beispiel fur einen solchen Assay ist ein auf monoclonalen Antikorpern basierender 
«twosite»-lmmunassay, bei dem monoclonale Antikorper verwendet werden, die mit zwei ntcht-mterferie- 
renden Epitopen auf dem hTRT-Protein reaktionsfahig sind. Siehe beispielsweise Maddox et al, i. Exp. 
Med. 158 (1983), 1211 bezuglich Hintergrundinformation. In einem bevorzugten «Sandwich»-Assay wird 
das «Einfang»-Agens (z.B. ein anti-TRT-Antikorper) direkt an ein festes Substrat gebunden, wo es im- 

65 mobilisiert wird. Diese immobilisierten Antikorper fangen dann jed^s in der T stprobe vorhandene hTRT- 
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Protein ein. Das so immobilisierte hTRT kann dann markiert werden, d.h. durch Bindung an einen zwei- 
ten, eine Markierung tragenden anti-hTRT-Antikorper. In einer alternativen Ausfuhrungsform kann der 
zweite anti-hTRT-Antikorper zwar keine Markierung aufweisen, jedoch durch einen markierten dritten 
Antikorper gebunden werden, der spezifisch fur Antikorper der Spezies ist, von der der zweite Antikor- 
5 per stammt. In einer weiteren alternativen Ausfuhrungsform kann der zweite Antikorper mit einer nach- 
weisbaren Einheit modifiziert sein, beispi Isweise Biotin, die ein drittes markiertes Molekul spezifisch 
binden kann, beispielsweise Enzym-markiertes Streptavidin. 

c) Kompetitive Assayformate 

10 

In kompetitiven Assays wird die Menge des in einer Probe vorhandenen hTRT-Proteins indirekt durch 
Messung der Menge an zugegebenen (exogenen) hTRT bestimmt, das durch das in der Probe vorhan- 
dene hTRT-Protein von einem «Einfang»-Agens(z.B. einem anti-TRT-Antikorper) verdrangt, Oder weg- 
kompetitiert wurde. In einem dieser kompetitiven Assays wird eine bekannte Menge eines markierten 

15 hTRT-Proteins zu der Probe gegeben und danach die Probe mit einem «Einfang»-Agens (z.B. einem 
Antikorper, der hTRT-Prote : n spezifisch bindet) in Kontakt gebracht. Die Menge an exogenem (markier- 
tem) an dem Antikorper gebundenem hTRT-Protein ist umgekehrt proportional zu der Konzentration an 
in der Probe vorhandenem hTRT-Protein. In einer Ausfuhrungsform ist der Antikorper auf einem festen 
Substrat immobilisiert. Die Menge an hTRT-Protein, das an den Antikorper gebunden ist, kann entweder 

20 durch Messung der Menge an hTRT-Protein, die in einem TRT-Antikdrper-Komplex vorhanden ist, be- 
stimmt werden oder alternativ durch Bestimmung der Menge an ubrigbleibendem nicht-komplexierten 
TRT-Protein. Die Menge an hTRT-Protein kann durch die Bereitstellung eines markierten hTRT-Mole- } 
kuls nachgewiesen werden. 

Ein Hapten-Hemmungsassay stellt ein weiteres Beispiel fur einen kompetitiven Assay dar. In diesem 

25 Assay ist hTRT-Protein auf einem festen Substrat immobilisiert. Eine bekannte Menge an anti-TRT-Anti- 
korper wird zu der Probe gegeben und danach die Probe mit dem immobilisierten hTRT-Protein in Kon- 
takt gebracht. In diesem Fall ist die Menge an anti-TRT-Antikorper, der an das immobilisierte hTRT-Pro- 
tein gebunden ist, umgekehrt proportional zu der Menge an hTRT-Protein, das in der Probe vorhanden 
ist. Die Menge an immobilisiertem Antikorper kann entweder durch Nachweis der immobilisierten Anti- 

30 korperfraktion bestimmt werden, oder der Antikdrperfraktion, die in Losung bleibt. Dabei kann der Nach- 
weis direkt sein, im Falle, wenn der Antikorper markiert ist, oder indirekt, im Falle, dass die Markierung 
an ein Molekul gebunden ist, das an den vorstehend beschriebenen Antikorper spezifisch bindet. 

d) Andere Assayformate 

35 

Die Erfindung stellt auch Reagenzien und Verfahren zum Nachweis und zur Quantifizierung des Vor- 
handenseins von hTRT in der Probe mittels eines Immunblots (Westernblot)-Formats bereit. In diesem 
Format werden hTRT- Polypeptide in einer Probe von anderen Bestandteilen der Probe durch Gelelek- 
trophorese (z.B. auf der Basis des Molekulargewichts), die abgetrennten Proteine auf einen geeigneten 

40 festen Trager uberfuhrt (z.B. ein Nitrocellulosefilter, ein Nylonfilter, ein derivatisierter Nylonfilter etc.) und 
der Trager wird mit erfindungsgemassen anti-TRT-Antikorpern inkubiert. Die anti-TRT-Antikorper binden 
spezifisch an hTRT oder anderem TRT auf dem festen Trager. Diese Antikorper konnen entweder direkt 
markiert sein oder sie konnen alternativ anschliessend unter Verwendung markierter Antikorper (z.B. 
markierten Schaf-anti-Maus-Antikorpern) nachgewiesen werden oder mittels anderer markierter Reagen- 

45 zien, die spezifisch an den anti-TRT-Antikorper binden. ? 
Zu weiteren Assayformaten zahlen Liposom-lmmunassays (LIA), bei denen Liposome verwendet wer- 
den, die so konstruiert wurden, dass sie spezifische Molekule (z.B. Antikorper) binden und eingekapsel- 
te Reagenzien oder Marker freisetzen. Die freigesetzten Chemikalien konnen im Anschluss daran ge- 
mass Standardverfahren nachgewiesen werden (siehe Monroe et al., Amer. Clin. Prod. Rev. 4 (1986), 

50 34). 

Wie bereits vorstehend erwahnt, besitzen Assay-Formate, die FACS (und aquivalente Instrumente 
oder Verfahren) verwenden, Vorteile, wenn hTRT-Genprodukte in einer heterogenen Probe (z.B. einer 
sowohl normale als auch maligne Zellen enthaltenden Biopsieprobe) gemessen werden. 

55 e) Substrate, teste Trager, Membrane und Filter 

Wie bereits vorstehend angemerkt, konnen in Abhangigkeit von dem Assay verschiedene Bestandtei- 
le, einschliesslich dem Antigen, Zielantikdrper oder anti-hTRT-Antikorper, an eine teste Oberflache oder 
einen festen Trager (d.h. ein Substrat, eine Membran oder Filterpapier) gebunden sein. Viele Verfahren 

60 zur Immobilisierung von Biomolekulen an eine Vielzahl von festen Oberflachen sind auf dem Fachgebiet 
bekannt. Die feste Oberflache kann beispielsweise eine Membran sein (z.B. Nitrocellulose), eine Mikroti- 
terplarte (z.B. PVC, Polypropylen oder Polystyrol), ein Testrohrchen (Glas oder Plastik), ein Teststreifen 
(z.B. Glas, PVC, Polypropylen, Polystyrol, Latex etc.), ein Gefass fur eine Mikrozentrifuge oder ein 
Glas- oder Piastikkugelchen. Der gewur ^ohte Bestandteil kann kovalent gebunden sein oder durch un- 

65 spezifische Bindung nicht-kovalent ange'tnupft sein. 
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Eine grosse Anzahl verschieden r organischer und anorganischer Polymere, die sowohi naturlich als 
auch synthetisch sein konnen, konnen als Material fur die teste Obeflache verwendet werden. Zu sol- 
chen Polym ren zahlen Polyethylen, Polypropylen, Poly(4-methylbuten), Polystyrol, Polymethacrylat, Po- 
ly(ethylenterephthalat), Rayon, Nylon, Poly(vinylbutyrat), Polyvinylidendifluorid (PVDF), Silikone, Poly- 

5 formaldehyd, Cellulose, Celluloseacetat, Nitrocellulose etc. Zu den weiteren Materialien, die verwendet 
werden konnen, zahlen Papier, Glaser, Keramiken, Metalle, Metalloide, Materialien mit Halbleitereigen- 
schaften, Zemente etc. Zusatzlich konnen gelbildende Substanzen verwendet werden, beispielsweise 
Proteine (z.B. Gelatinen), Lipopolysaccharide, Silikate, Agarose und Polyacrylamide. Geeignet sind auch 
Polymere, die mehrere wassrige Phasen bilden, beispielsweise Dextrane, Polyalkylenglykole oder Tensi- 

10 de, beispielsweise Phospholipide, langkettige (12 bis 24 Kohlenstoffatome) Alkylammoniumsalze etc. Bei 
pordsen festen Oberflachen konnen in Abhangigkeit von der Art des Systems verschiedene Porengros- 
sen verwendet werden. 

Zur Herstellung der Oberflache kann eine Vielfalt von verschiedenen Substanzen zum Erhalt ver- 
schiedener Eigenschaften verwendet werden, insbesondere als Laminate. Beispielsweise konnen zur 

15 Vermeidung einer unspezifischen Bindung, zur Vereinfachung einer kovalenten Konjugation, zur Verstar- 
kung des Signalnachweises etc. Proteinbeschichtungen wie^Gelatine verwendet werden. 

Wenn eine kovalente Bindung zwischen einer Verbindung und der Oberflache erwunscht ist, ist die 
Oberflache normalerweise polyfunktionell Oder sie kann polyfunktionell gemacht werden. Zu den funktio- 
nellen Gruppen, die auf der Oberflache vorhanden und fur eine Verknupfung verwendet werden konnen, 

20 gehoren Carboxylsauren, Aldehyde, Aminogruppen, Cyangruppen, Ethylengruppen, Hydroxylgruppen, 
Mercaptogruppen etc. Die Art und Weise, wie solche Verknupfungen durchgefuhrt werden konnen, ist 
fur eine grosse Anzahl von Verbindungen an verschiedene Oberflachen allgemein bekannt und in der 
Literatur ausfuhrlich beschrieben. siehe beispielsweise Immobilized Enzymes, Ichiro Chibata, Halsted 
Press, New York, 1978 und Cuatrecasas, J. Biol. Chem. 245 (1970) 3059. 

25 Zusatzlich zur kovalenten Bindung konnen verschiedene Verfahren zur nicht-kovalenten Bindung ei- 
nes Assaybestandteils verwendet werden. Eine nicht-kovalente Bindung ist typischerweise die unspezifi- 
sche Absorption einer Verbindung an die Oberflache. 

Naturlich ist die Herabsetzung einer unspezifischen Bindung in Immunassays wunschenswert. Insbe- 
sondere dann, wenn der Assay ein Antigen oder einen Antikorper beinhaltet, der auf einem festen Sub- 

30 strat immobilisiert ist, ist die Minimierung der Menge an unspezifischer Bindung an das Substrat wun- 
schenswert. Mittel zur Herabsetzung einer solchen unspezifischen Bindung sind dem Fachmann gut be- 
kannt. Dies beinhaltet typischerweise die Beschichtung des Substrats mit einer Proteinzusammenset- 
zung. Insbesondere Proteinzusammensetzungen, die beispielsweise Rinderserumalbumin (BSA), 
fettfreies Milchpulver und Gelatine werden haufig verwendet, wobei gelegentlich Milchpulver bevorzugt 

35 wird. In einer alternativen Ausfuhrungsform kann die Oberflache so gestaltet sein, dass sie einen Be- 
standteil unspezifisch bindet, einen anderen jedoch nicht wesentlich bindet. Beispielsweise bindet eine 
ein Lectin, wie beispielsweise Concanavalin A, tragende Oberflache eine Kohlenhydrat enthaltende Ver- 
bindung, jedoch nicht ein unglykosyliertes markiertes Protein. Die US-Patente Nr. 4 447 576 und 
4 254 082 geben einen Uberblick uber verschiedene feste Oberflachen zur Verwendung bei der nicht- 

40 kovalenten Verknupfung von Assay-Bestandteilen. 

H. Assays fur Anti-TRT-Antikorper 

Die vorliegende Erfindung stellt auch Reagenzien und Assays zum Nachweis von-hTRT-spezifischen 
45 Immunglobulinen bereit. In einer Ausfuhrungsform wird immobilisierte hTRT (z.B. rekombinante hTRT, 
die an die Vertiefung einer Mikrotiterplatte gebunden ist) mit Serum von einem Patienten unter Bedin- 
gungen inkubiert, bei denen anti-hTRT-Antikorper, wenn sie vorhanden sind, die immobilisierte hTRT 
binden. Nach dem Waschen zur Entfernung von unspezifisch gebundenem Immunglobulin konnen ge- 
bundene Serumantikorper, falls sie vorhanden sind, durch Zugabe von nachweisbar markierten anti- 
50 (menschliches (g)-Antikdrpem nachgewiesen werden (alternative Ausfuhrungsform oder Variationen sind 
dem Fachmann gut bekannt; siehe beispielsweise Harlow, a.a.O., Kapitel 14). Diese Assays sind fur 
den Nachweis von anti-hTRT-Antikorpern in beliebigen Quellen einschliesslich tierischem oder menschli- 
chem Serum oder einem Trager, wie beispielsweise Kochsalzlosung, von Nutzen. In einer Ausfuhrungs- 
form werden die Assays zum Nachweis oder zur Uberwachung einer Immunantwort auf hTRT-Proteine 
55 in einem Patienten verwendet, insbesondere einer Autoimmunantwort (z.B. anti-Telomerase). Anti-hTRT- 
Antikorper konnen im Serum, an den Geweben Oder Flussigkeiten von einem Patienten vorhanden sein, 
der an einer Autoimmunkrankheit oder einem anderen Zustand leidet. 

I) Assaykombinationen 

60 

Die hier beschriebenen diagnostischen und prognostischen Assays konnen in verschiedenen Kombi- 
nationen und auch in Verbindung mit anderen diagnostischen oder prognostischen Tests durchgefuhrt 
werden. Wenn beispielsweise die vorliegenden Verfahren zum Nachweis des Vorhandenseins von 
Krebszellen in einer Patientenprobe verwendet werden, kann die Anwesenheit von hTRT dazu benutzt 
65 werden, urn das Krankheitsstadium zu bestimmen, ob es wahrscheinlich ist, driss ein bestimmter Tu- 
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mor in angrenzendes Gewebe eindringt oder zu einem ntfernten Standort metastasiert und ob ein er- 
neutes Auftreten des Krebs s wahrscheinlich ist. Zu den Tests, die zusatzliche Informationen liefern 
konnen, gehoren die mikroskopische Analyse von Biopsieproben, der Nachweis von Antigenen (z.B. 
Zelloberflachenmarkern), die mit einer moglichen Tumorentstehung assoziiert sind (z.B. mittels Histo- 
5 cytochemie, FACS etc.), bildgebende Verfahren (z.B. nach Verabreichung eines markierten anti-Tumor- 
Antikdrpers an einen Patient n) t T lomerase-Aktivitatsassays, Telomerase-Langenassays, hTR-Assays 
etc. Solche kombinierten Tests konnen bezuglich des Fortschreitens einer Krankheit nutzliche Informa- 
tion liefern. 

Die Kombination von Assays kann auch nutzliche Information liefern. Beispielsweise konnen, wie be- 
10 reits vorstehend angemerkt, Assays fur hTRT-mRNA mit Assays fur hTR (RNA) oder Telomerase-Aktivi- 
tat (d.h. TRAP) kombiniert werden, urn so Informationen uber Telomerase-Assemblierung und -Funktion 
zu liefern. 

J) Kits 

Die vorliegende Erfindung stellt auch Kits bereit, die das Screenen, die Uberwachung, Diagnose und 
Prognose bei Patienten mit einem mit Telomerase in Zusammenhang stehenden Zustand von Nutzen 
sind oder zur Bestimmung des Expressionsspiegels von hTRT in Zellen oder Zellinien. Die Kits enthal- 
ten eines oder mehrere Reagenzien zur Bestimmung des Vorhandenseins oder des Fehlens eines 

20 hTRT-Genprodukts (RNA oder Protein) oder zur Quantifizierung der Expression des JiTRT-Gens. Zu 
den bevorzugten Reagenzien gehoren Nucleinsaureprimer und Sonden, die an das hTRT-Gen, -RNA, 
-cDNA oder Anteile davon binden, aber auch Proteine, Peptide, Antikorper und Kontroll-Primer, -Son- 
den, -Oligonucleotide, -Proteine, -Peptide und -Antikorper. Weitere Substanzen konnen aufgenommen 
werden, dazu gehoren Enzyme (Z.B. reverse Transkriptasen, DNA-Polymerasen, Ligasen), Puffer und 

25 Reagenzien (Markierungen, dNTPs). 

Die Kits konnen altemativ oder in Kombination mit irgendwelchen anderen hier beschriebenen Be- 
standteilen einen Antikorper enthalten, der spezifisch an hTRT- Polypeptide oder Untersequenzen davon 
bindet. Es kann ein monoclonaler oder polyclonaler Antikorper sein. Der Antikorper kann an eine weite- 
re Einheit konjugiert sein, beispielsweise eine Markierung und/oder er kann auf einem festen Trager 

30 (Substrat) immobilisiert sein. Der (die) Kit(s) kann (konnen) auch einen zweiten Antikorper zum Nach- 
weis von hTRT-Polypeptid/Antikorper-Komplexen oder zum Nachweis von hybridisierten Nucleinsaure- 
sonden enthalten, sowie ein oder mehrere hTRT-Peptide oder -Proteine zur Kontrolle oder andere Rea- 
genzien. 

Der Antikorper oder die Hybridisierungssonde kann frei vorliegen oder an einen festen Trager immo- 
35 bilisiert sein, beispielsweise ein Testrohrchen, eine Mikrotiterplatte, ein Teststabchen etc. Der Kit kann 
auch Anleitungen enthalten, die die Verwendung des Antikorpers oder der Hybridisierungssonde in ei- 
nem Assay zum Nachweis einer Predisposition fur TRT beschreiben. Der Kit kann geeignete Reagenzi- 
en zum Nachweis von Markierungen oder zur Markierung positiver und negativer Kontrollen, Waschlo- 
sungen, Verdunnungspuffer etc. enthalten. 
40 In einer Ausfuhrungsform enthalt der Kit ein Primerpaar zur Amplifikation von hTRT-mRNA. Ein sol- 
cher Kit kann auch eine Sonde fur amplifizierte hTRT-DNA und/oder eine Polymerase, Puffer, dNTPs 
etc. enthalten. In einer weiteren Ausfuhrungsform umfasst der Kit eine Sonde, gegebenenfalls eine mar- 
kierte Sonde. In einer anderen Ausfuhrungsform umfasst der Kit einen Antikorper. 

45 X. Identifizierung von Modulatoren von Telomerase-Aktivitat 

A. Allgemeines 

Die Erfindung stellt Verbindungen und Behandlungen bereit, die die Aktivitat oder Expression einer 
50 Telomerase oder eines Telomerase-Bestandteils (z.B. hTRT-Protein) modulieren. Die Erfindung stellt 
auch Assays und Screening Verfahren (einschliesslich Screening- Verfahren mit hohem Durchsatz) zur 
Identifizierung von Verbindungen und Behandlungen bereit, die Telomerase-Aktivitat oder -Expression 
modulieren. Zu diesen Modulatoren von Telomerase-Aktivitat und -Expression (die nachstehend als 
«Modulatoren» bezetchnet werden) gehoren Telomerase-Agonisten (die Telomerase-Aktivitat und/oder 
55 -Expression steigern) und Telomerase-Antagonisten (die Telomerase-Aktivitat und/oder -Expression her- 
absetzen). 

Die erfindungsgemassen Modulatoren haben eine grosse Anzahl von Anwendungsmoglichkeiten. Bei- 
spielsweise wird davon ausgegangen, dass Telomerase-Modulatoren wirksame therapeutische Mittel zur 
Behandlung von menschlichen Krankheiten sind. Das Screenen nach agonistischer Aktivitat und Aktiva- 

60 toren der Transkription oder Translation erlaubt die Bereitstellung von Zusammensetzungen, die eine 
Telomerase-Aktivitat in einer Zelle (einschliesslich einer Telomer-abhangigen Replikationsfahigkeit oder 
einer «partiellen» Telomerase-Aktivitat) steigern konnen. Solche agonistischen Zusammensetzungen er- 
lauben auch die Bereitstellung von Verfahren zur Immortalisieoing von ansonsten normalen untransfor- 
mierten Zellen, wozu Zellen gehoren, die nutzliche Proline ^xprimieren konnen. Solche Agonisten er- 

65 lauben auch die Bereitstellung von Verfahren zur Regu ksrung zellularer Senesz nz. Umgekehrt erlaubt 
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das Screenen nach antagonistischer Aktivitat die Bereitstellung von Zusammensetzungen, die eine Telo- 
mer-abhangige Replikationsfahigkeit herabsetzen und dadurch Zellen mortalisieren, die ansonsten un- 
sterblich sind, beispielsweise Krebszellen. Das Screenen nach antagonistisch r Aktivitat erlaubt die Be- 
reitstellung von Zusammensetzungen, die Telomerase-Aktivitat herabsetzen und dadurch eine unb * 

5 grenzte Zellteilung von Zellen, die ein unreguliertes Zellwachstum zeigen, b ispielsweise Krebszellen, 
verhind rn. Beispiele von Erkrankungen und Zustanden, die mittels der Modulatoren behandelt werden 
konnen, sind hier aufgezahlt, beispielsweise in den vorstehenden Abschnitten VII und IX. Im allgemei- 
nen konnen die erfindungsgemassen Modulatoren immer dann verwendet werden, wenn eine Steige- 
rung Oder eine Herabsetzung einer Telomerase-Aktivitat in einer Zelle oder einem Organismus er- 

10 wunscht ist. Somit kann ein Modulator, der hTRT-Expressionsspiegel steigert, zusatzlich zur Verwen- 
dung bei der Krankheitsbehandlung zur Herstellung einer kultivierten menschlichen Zellinie verwendet 
werden, die Eigenschaften aufweist, wie sie allgemein in dem vorstehenden Abschnitt VIII beschrieben 
sind und er weist zahlreiche andere Anwendungsmoglichkeiten auf, die fur den Fachmann offensichtlich 
sind, 

15 Eine Verbindung oder Behandlung moduliert die «Expression» von Telomerase oder eines Telomera- 
se-Bestandteils, wenn die Verabreichung der Verbindung oder der Behandlung die Transkripttonsrate 
oder den Transkriptionsspiegel des einen Telomerase-Bestandteil codierenden Gens (z.B. hTRT-mRIMA 
codierenden Gens) verandert, beeinflusst die Stabilitat oder die posttranskriptionale Prozessierung von 
einen Telomerase-Bestandteil codierende RNA (z.B. Transport, Spleissen, Polyadenylierung oder eine 

20 andere Modifizierung), beeinflusst Translation, Stabilitat, posttranslationale Prozessierung oder die Mo- 
difizierung eines codierten Proteins (z.B. hTRT) oder verandert auf andere Art und Weise den Spiegel 
an funktionellem (z.B. katalytisch aktivem) Telomerase-RNP. Eine Verbindung oder Behandlung beein- 
flusst dann eineTelomerase-«Aktivitat», wenn die Verabreichung der Verbindung oder Behandlung eine 
Telomerase verandert, beispielsweise jene, die in dem vorstehenden Abschnitt IV (B) beschrieben sind 

25 (z.B. gehdren dazu eine prozessive oder nicht-prozessive katalytische Aktivitat von Telomerase; Telo- 
merase- Prozessivitat, konventionelle reverse Transkriptase-Aktivitat; nucleolytische Aktivitat; Primer- 
oder Substrat-bindende Aktivitat; dNTP-bindende Aktivitat; RNA-bindende Aktivitat; Beeinflussung der 
Telomerase-RNP-Assemblierung und Protein-bindende Aktivitat). Es gibt nicht unbedingt eine scharfe 
Abgrenzung zwischen Anderung in der « Aktivitat" und Veranderungen in der «Expression». Diese Aus- 

30 driicke werden zur Erleichterung der Diskussion, jedoch nicht zur Einschrankung verwendet. Die erfin- 
dungsgemassen Modulatoren sollten Telomerase-Aktivitat oder -Expression beeinflussen (z.B. ohne all- 
gemein die Expression von «housekeeping»-Proteinen, wie Actin, andern) und nicht beispielsweise die 
Expression eines Telomerase-Bestandteils durch unspezifische Vergiftung einer Zielzelle herabsetzen. 

35 B. Assays zur Identifizierung von Telomerase-Modulatoren 

Die Erfindung stellt Verfahren und Reagenzien zum Screenen nach Zusammensetzungen oder Ver- 
bindungen bereit, die die Expression einer Telomerase oder eines Telomerase-Bestandteils beeinflussen 
konnen, die Replikationsfahigkeit von Telomerase bezuglich DNA modifizieren konnen oder anderweitig 

40 die Fahigkeit des Telomerase-Enzyms und des TRT-Proteins Telomer-DNA synthetisieren zu konnen 
(«volle Aktivitat») modifizieren. Die Erfindung stellt auch Screening-Verfahren fur Modulatoren einer be- 
liebigen «partiellen Aktivitat" von hTRT oder alien dieser Aktivitaten bereit. Somit stellt die vorliegende 
Erfindung Assays bereit, die zum Screenen nach Agensien verwendet werden konnen, die die Aktivitat 
von Telomerase steigern, beispielsweise dadurch, dass sie dazu fuhren, dass hTRT-Protein oder Telo- 

45 merase in einer Zelle exprimiert wird, in der diese normalerweise nicht exprimiert wird, oder durch Stei- 
gerung der Spiegel an Telomerase-Aktivitat in Telomerase-positiven Zellen. 

Telomerase oder Proteine einer Telomerase-Untereinheit, deren katalytische oder immunogene Frag- 
mente oder Oligopeptide davon konnen zum Screenen nach therapeutischen Verbindungen in einer 
Vielzahl von Verfahren zum Screenen von Wirkstoffen verwendet werden. Das in einem solchen Test 

50 verwendete Fragment kann frei in Losung vorliegen, an einen festen Trager fixiert sein, von einer Zell- 
oberflache getragen, oder intrazellular lokalisiert sein. Die Bildung von Bindungskomplexen zwischen 
Telomerase oder dem Untereinheitenprotein und dem zu testenden Agens kann gemessen werden. 

In verschiedenen Ausfuhrungsformen zahlen zu der Erfindung Verfahren zum Screenen nach Antago- 
nisten, die an das aktive Zentrum des Enzyms binden; die Assoziierung seiner RNA-Einheit, von Telo- 

55 merase-assoziierten Proteinen, Nucleotiden oder Telomer-DNA an Telomerase oder hTRT-Protein hem- 
men; die Dissoziierung des Enzymkomplexes fordern; die Transkription der Telomerase-RNA-Einheit 
(z.B. hTR) storen oder eine der hier beschriebenen «partiellen Aktivitaten» hemmen. Die Erfindung be- 
trifft auch das Screenen nach Zusammensetzungen, die die Assoziierung von Nucleinsaure und/oder 
Telomerase-assoziierten Zusammensetzungen mit hTRT, z.B. die Assoziierung von hTR mit hTRT oder 

60 die Assoziierung von hTRT mit dem menschlichen Homolog von p80 oder einem anderen assoziierten 
Protein oder die Assoziierung von hTRT mit einem Telomer oder einem Nucleotid hemmen; das Scree- 
nen nach Zusammensetzung, die die Dissoziierung oder Assoziierung (d.h. Assemblierung) des Enzym- 
komplexes fordern, beispielsweise ein Antikorper, der gegen hTR oder hTRT gerichtet ist; das Screenen 
nach Agensien, die die Prozessivitat des Enzyms beeinflussen und das Screenen nach NucleinsJ.uren 

65 und anderen Zusammensetzungen, die Telomerase binden, wie beispielsweise eine zu hTR komple- 
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mentare Nucleinsaure. Die Erfindung zieht daruber hinaus auch das Screenen nach Zusammensetzun- 
gen in Betracht, die die Transkription des hTRT-Gens und/oder die Translation des hTRT-Genprodukts 
erhdhen oder herabsetzen. Die Erfindung zieht auch ein Screening-Verfahren in Betracht, Telomerase- 
Modulatoren in Tieren, in einer Ausfuhrungsform durch die Rekonstitution einer Telomerase-Aktivitat 

5 oder einer anti-Telomerase-Aktivitat in ein Tier, beispielsweise in inem transgenen Tier. Die Erfindung 
stellt auch in vivoAssaysysteme bereit, zu denen «knockout»-Model!e gehoren, bei denen ine oder ver- 
schiedene Einheiten der endogenen Telomerase, der Telomerase-RNA-Einheit und/oder Telomeraseas- 
soziierte Proteine deletiert oder gehemmt wurden. Dabei kann die endogene Telomerase-Aktivitat voll- 
standig oder partietle erhalten geblieben sein. In einer Ausfuhrungsform wird eine exogene Telomerase- 

10 Aktivitat voll oder partiell rekonstituiert. 

In einer erfindungsgemassen Ausfuhrungsform wird eine Reihe von Assays hinsichtlich einer partiel- 
len Telomerase Aktivitat bereitgestellt, die die Identifizierung einer Vielfalt verschiedener Klassen von 
Modulatoren von Telomerase-Aktivitat erlauben. Die erfindungsgemassen «Teilaktivitats»-Assays erlau- 
ben die Identifizierung von Modulatorklassen von Telomerase-Aktivitat, die ansonsten in einem «Vollakti- 

15 vitats»-Telomerase-Assay nicht hatten nachgewiesen werden konnen. Bei einem Teilaktivitats-Assay ist 
die nicht-prozessive Aktivitat von TRT und Telomerase betailigt. Die prozessive Natur der Telomerase 
wird von Morin, Cell 59 (1989), 52 1-529* beschrieben; siehe auch Prowse "Identification of a nonpro- 
cessive telomerase-activity from mouse ceils» Proc. Natl. Acad. Sci. USA90 (1993), 1493-1497. Bei ei- 
nem weiteren erfindungsgemassen Teilaktivitats-Assay wird die "Reverse Transpriptase-ahnliche»-Aktivi- 

20 tat von Telomerase genutzt. Bei diesen Assays wird die reverse Transkriptase-Aktivitat des hTRT-Prote- 
ins untersucht; siehe Lingner «Reverse transcriptase motifs in the catalytic subunit of telomerase», 
Science 276 (1997), 561-567. Bei einem weiteren erfindungsgemassen Teilaktivitats-Assay wird die 
«nucleolytische Aktivitat" von hTRT und Telomerase, zu der die Entfernung von mindestens einem Nu- 
cleoid vom 3'-Strang, typischerweise Guanosin, durch das Enzym beinhaltet, genutzt. Diese nucleolyti- 

25 sche Aktivitat wurde in Tetrahymena-Telomerase von Collins «Tetrahymena telomerase catalyzes nu- 
cleolytic cleavage and nonprocessive elongation** Genes Dev. 7 (1993), 1364-1376 beobachtet. Bei ei- 
nem weiteren erfindungsgemassen Teilaktivitats-Assay ist eine Analyse der Fahigkeit von hTRT und 
Telomerase als Teil deren Aktivitat hinsichtlich der prozessiven DNA-Polymerisation bezeichnet. Ein wei- 
terer erfindungsgemasser Teilaktivitats-Assay beinhaltet die Analyse der Fahigkeit von hTRT oder Telo- 

30 merase, deren RNA-Einheit zu binden, d.h. hTR menschliche Zelien, die als eine Matrize fur die Telo- 
mer-Synthese verwendet wird. Weitere erfindungsgemasse Teilaktivitats-Assays beinhalten die Analyse 
der Fahigkeit von hTRT und Telomerase-Chromosomen in vivo zu binden oder oligonucleotid-Primer in 
vitro oder in rekonstituierten Systemen zu binden oder Proteine zu binden, die mit chromosomalen 
Strukturen assoziiert sind (siehe bezuglich eines Beispiels fur ein solches Protein Harrington, J. Biol. 

35 Chem. 270 (1995), 8893-8901). Zu den chromosomalen Strukturen, die hTRT binden, gehoren bei- 
spielsweise DNA der Telomer-Wiederholungseinheit, Telomer-Proteine, Histone, nucleares Matrixprotein, 
Kontrollproteine fur die Zellteiiung oder den Zellcyclus etc. 

In einer Ausfuhrungsform umfasst ein Assay zur Identifizierung von Modulatoren das Inkontaktbringen 
von einer oder mehreren Zellen (d.h. «Testzellen») mit einer Testverbindung und die Bestimmung, ob 

40 die Testverbindung die Expression oder Aktivitat einer Telomerase (oder eines Telomerase-Bestandteils) 
in der Zelle beeinflusst. Ubticherwetse umfasst diese Bestimmung den Vergleich der Aktivitat oder der 
Expression in der Testzelle mit einer ahnlichen Zelle oder Zellen (d.h. Kontrollzellen), die mit der Test- 
verbindung nicht in Kontakt gebracht wurden. In einer alternativen Ausfuhrungsform konnen anstelle von 
intakten Zellen Zellextrakte verwendet werden. In einer verwandten Ausfuhrungsform wird die Testver- 

45 bindung an einen multizellularen Organismus (z.B. eine Pflanze oder ein Tier) verabreicht. Die Telome- 
rase oder der Telomerase-Bestandteil kann fur die Zelle oder den multizellularen Organismus vollstan- 
dig endogen sein (d.h. von naturlich vorkommenden endogenen Genen codiert), es kann sich auch urn 
eine rekombinante Zelle oder einen transgenen Organismus handeln, der einen oder mehrere rekombi- 
nant exprimierte Telomerase-Bestandteile umfasst (z.B. hTRT, hTR, Telomerase-assoziierte Proteine) 

50 oder die Zelle bzw. der multizellulare Organismus kann sowohl endogene als auch rekombinante Be- 
standteile aufweisen. Somit werden in einer Ausfuhrungsform TelomeraseAktivitats-ModuIatoren an 
sterbliche Zellen verabreicht. In einer weiteren Ausfuhrungsform werden Telomerase-Aktivitats-Modulato- 
ren an unsterbliche Zellen verabreicht. Beispielsweise konnen Antagonisten der Telomerase-vermittelten 
DNA-Replikation dadurch identifiziert werden, dass die vermutlich hemmende Zusammensetzung an 

55 eine Zelle verabreicht wird, von der bekannt ist, dass sie signifikante Mengen an Telomerase-Aktivitat 
aufweist, beispielsweise Krebszellen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform wird ein Modulator durch Oberwachung einer Veranderung in einer 
Telomerase-Aktivitat eines Ribonucleoprotein-Komplexes (RNP) identifiziert, der eine TRT (z.B. hTRT) 
und eine Matrizen-RNA (z.B. hTR) umfasst, wobei der RNP in vitro rekonstituiert wird (wie beispielswei- 

60 se in dem nachstehenden Beispiel 7 beschrieben). 

In einer weiteren Ausfuhrungsform wird der Modulator durch Uberwachung einer Veranderung in der 
Expression eines TRT-Genprodukts (z.B. RNA oder Protein) in einer Zelle, einem Tier, einem in vitro- 
Expressionssystem oder anderem Expressionssystem identifiziert. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform wird der Modulator anhand der . mderung der Expression eines 
65 Reportergens identifiziert, beispielsweise eines solchen, wie es in Beispiel 15 beschrieben wird, wobei 



82 



CH 689 672 A9 



dessen Expression ganz Oder teilweise durch ein naturlich vorkommendes TRT-reguIatorisches Element, 
beispielsweise inen Promoter oder Enhancer, reguliert wird. In einer verwandten Ausfuhrungsform wird 
die Fahigkeit einer Testverbindung, einen Telomerasebestandteil (z.B. hTRT) zu binden, RNA oder eine 
Gen-regulatorische Sequenz (z.B. den TRT-Genpromotor) untersucht. 

5 In einer weiteren Ausfuhrungsform wird der Modulator durch di Beobachtung von Veranderungen in 
der hTRT-pra-mRNA-Proz ssierung identifiziert, wobei sich dies beispielsweise auf aiternativ gespleisste 
Produkte, alternative Polyadenylierungsereignisse, RNA-Spaltung etc. bezieht. In einer verwandten Aus- 
fuhrungsform kann die Aktivitat des Modulators durch Oberwachung der Hersteliung von hTRT-Polypep- 
tiden untersucht werden, von denen einige eine Aktivitat fur eine dominant-negative Telomerase-Regula- 

10 tion besitzen konnen. 

Assay-Formate fur die Identifizierung von Verbindungen, die die Expression und Aktivitat von Protei- 
nen beeinflussen, sind in der biotechnologischen und pharmazeutischen Industrie gut bekannt und fur 
den Fachmann sind zusatzliche Assays und Variationen der vorstehend zur Veranschaulichung bereit- 
gestellten Assays offensichtlich. 

15 Veranderungen in Telomerase-Aktivitat oder -Expression konnen durch jedes geeignete Verfahren ge- 
messen werden. Fur Anderungen im Expressionsspiegel eines Telomerase-Bestandteils (z.B. des hTRT- 
Proteins) oder eines Vorlaufers (z.B. hTRT-mRNA) konnen unter Verwendung von dem Fachmann gut 
bekannten Verfahren untersucht werden. Einige dieser Verfahren sind hier beschrieben, beispielsweise 
in Abschnitt IX und dazu zahlt die Oberwachung der Spiegel von TRT-Genprodukten (z.B. Protein und 

20 RNAs) durch Hybridisierung (z.B. unter Verwendung der erfindungsgemassen TRT-Sonden und -Pri- 
mer), Immunassays (z.B. mittels der erfindungsgemassen anti-TRT-Antikorper), RNAse-Schutzassays, 
Amplifikationsassays oder jedes andere fur einen Nachweis geeignete Mittel, das hier beschrieben oder 
auf dem Fachgebiet bekannt ist. Die Quantifizierung der Mengen an Nucleinsaure in einer Probe (z.B. 
die Bestimmung von RNA-Spiegeln, beispielsweise hTR- oder hTRT-mRNA) ist ebenfalls fur die Bestim- 

25 mung von transkriptionellen Regulatoren in cis oder trans von Nutzen. 

Auf ahnliche Weise konnen Veranderungen in einer Telomerase-Aktivitat unter Verwendung der hier 
(z.B. in Abschnitt IV (B) t s.o.) beschriebenen Verfahren oder anderer Assays- bezuglich einer Telomera- 
se-Funktion gemessen werden. Die Quantifizierung von Telomerase-Aktivitat kann, falls erwunscht, 
durch jedes Verfahren, einschliesslich der hier beschriebenen, durchgefuhrt werden. Telomerase-Ant- 

30 agonisten, die den Vertust einer Telomer-Struktur bewirken oder beschleunigen, konnen durch Oberwa- 
chung oder Messung ihres Effekts auf Telomerase-Aktivitat in vivo, ex vivo oder in vitro identifiziert wer- 
den, aufgrund ihrer Auswirkungen auf die Telomer-Lange (durch Anfarbung oder die Verwendung von 
«tagged»-Hybridisierungssonden) oder einfach durch die Untersuchung der Zellteiiung von Telomerase- 
positiven Krebszellen (kritisches Verkurzen von Telomeren fuhrt zu einem «Kriese» bezeichneten Pha- 

35 nomen oder zur M2-Seneszenz (Shay, Biochem. Biophys. Acta 1072 (1991) 1-7), wobei dies durch die 
Aktivierung von Telomerase bei den Krebszellen umgangen wird, jedoch bei dem Fehlen von Telomera- 
se zu deren Seneszenz fuhrt oder zu deren Tod aufgrund einer chromosomalen Deletion und eines 
chromosomalen Rearrangements). Die Rekonstitution von menschlicher Telomerase-Aktivitat in vivo lie- 
fert ein Verfahren zum Screenen nach Telomerase-Modulatoren in Zellen oder Tieren jeden Ursprungs. 

40 Solche Agonisten konnen in einem erfindungsgemassen Aktivitatsassay identifiziert werden, was die Be- 
stimmung von messbaren Veranderungen in der Telomer-Lange, wie vorstehend beschrieben, ein- 
schliesst. Weitere Beispiele von Assays zur Messung von Telomerase-Aktivitat in Zellen beinhalten die 
Akkumulation oder den Verlust von Telomer-Strukturen, den TRAP-Assay oder einen Assay bezuglich 
einer quantitativen Polymerase-Kettenreaktion. 

45 In einer Ausfuhrungsform umfassen die erfindungsgemassen Assays auch ein Verfahren, bei dem die 
Testverbindung fur eine statistisch signifikante Herabsetzung in der Aktivitat von hTRT im Vergleich zu 
den relativen Mengen einer eingebauten Markierung in einer Parallel reaktion sorgt, bei der das Agens 
fehlt, wodurch nachgewiesen werden kann, dass das Agens ein Telomerase-lnhibitor ist. 

Die erfindungsgemassen Verfahren konnen anhand von Protokollen adaptiert werden.die in der wis- 

50 senschaftlichen Literatur und der Patentliteratur beschrieben sind, und auf dem Fachgebiet bekannt 
sind. Beispielsweise konnen dann, wenn eine erfindungsgemasse Telomerase oder ein TRT-Protein zur 
Identifizierung von Zusammensetzungen verwendet wird, die als Modulatoren von Telomerase-Aktivita- 
ten wirken, eine grosse Anzahl von moglicherweise nutzlichen Molekulen in einem einzigen Test ge- 
screent werden. Die Modulatoren konnen auf eine Telomerase-Aktivitat eine hemmende (Antagonisten)- 

55 oder potenzierende (Agonisten)-Wirkung aufweisen. Beispielsweise konnen dann, wenn ein Feld von 
1000 Inhibitoren gescreent werden soil, im Prinzip alle 1000 Inhibitoren in eine Mikrotiterplattenvertie- 
fung gegeben und gleichzeitig getestet werden. Wenn ein solcher Inhibitor entdeckt wird, kann dann der 
Pool von 1000 in 10 Pools von 100 aufgeteilt werden und der Prozess solange wiederholt werden, bis 
ein individueller Inhibitor identifiziert ist. 

60 Beim Screenen von Wirkstoffen wird eine hohe Anzahl von Verbindungen hinsichtlich ihrer Fahigkeit 
als Telomerase-Modulatoren zu wirken, untersucht, wobei dieser Prozess durch Verfahren des Scree- 
ning mit hohem Durchsatz («high troughput screening**) stark beschleunigt wird. Die hier beschriebenen 
Assays fur eine vollstandige oder partielle Telomerase-Aktivitat konnen zur Verwendung in einem Ver- 
fahren mit hohem Durchsatz adaptiert werden. Es ist fur den Fachmann offensichtlich, dass fur diesen 

65 Zweck zahlreiche Verfahren zur Verfugung stehen. 
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Ein weiteres Verfahren zum Screenen von Wirkstoffen, das fur das Screenen von Verbindungen mit 
geeigneten Bindungsaffinitaten fur die Telomerase Oder ein Protein einer Telomerase-Untereinheit mit 
hohem Durchsatz verwendet werden kann, ist ausfuhrlich in "Determination of Amino Acid Sequence 
Antigenicity^ von Geysen beschrieben (Geysen, PCT-Veroffentlichung WO 84/034 564, veroffentlicht am 

5 13. September 1984, wobei dieses Dokument duch Bezugnahme als Bestandteil dieser Beschreibung 
angesehen werden kann). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine grosse Anzahl von unter- 
schiedlichen kleinen Peptid-Testverbindungen auf einem festen Substrat, beispielsweise Plastikstiften 
oder einer anderen Oberflache, synthetisiert wird. Die Peptid-Testverbindungen werden mit Fragmenten 
von Telomerase oder Proteinuntereinheiten von Telomerase zur Reaktion gebracht und gewaschen. Ge- 

10 bundene Telomerase oder eine Telomerase-Proteinuntereinheit wird dann durch allgemein bekannte 
Verfahren nachgewiesen. Im wesentlichen gereinigte Telomerase bzw. eine Telomerase-Protein-Unter- 
einheit kann auch direkt auf Platten zur Verwendung bei den vorstehend erwahnten Verfahren zum 
Screenen von Wirkstoffen als Beschichtung aufgebracht werden. In einer alternativen Ausfuhrungsform 
konnen nicht-neutralisierende Antikorper zum Einfangen des Peptids und zu dessen Immobilisierung auf 

15 einem festen Trager verwendet werden. 

In dieser Erfindung wird auch die Verwendung von kompetitiven Assays :um Screenen von Wirkstof- 
fen in Betracht gezogen, bei denen neutralisierende Antikorper, die Telomerase oder (ein) Untereinhei- 
ten-Protein(e) binden konnen, spezifisch mit einer Testverbindung um die bindung an Telomerase oder 
das Untereinheiten-Protein konkurrieren. Auf diese Weise konnen die Antikorper zum Nachweis des 

20 Vorhandenseins eines Peptids verwendet werden, das eine oder mehrere antigene Determinanten mit 
der Telomerase oder einer Protein-Untereinheit gemeinsam hat. 

Weitere Verfahren zur Identifizierung von Modulatoren einer Telomerase-Aktivitat sind, beschrieben in I 
US-Patent 5 645 986 und USSN 08/151 477, eingereicht am 12. November 1993 sowie USSN 
08 288 501, eingereicht am 10. August 1994, wobei diese Dokumente durch Bezugnahme als Bestand- 

25 teil dieser Beschreibung angesehen werden konnen. Die vorliegende Erfindung stellt auch Verbesserun- 
gen von bereits bekannten Verfahren bereit, teilweise dadurch, dass Reagenzien bereitgestellt werden, 
beispielsweise hTRT-Polynucleotide, -Sonden und -Primer, hoch-gereinigte hTR, hTRT und Telomerase 
sowie anti-Telomerase- und anti-TRT-Antikdrper, die alle in den Assays verwendet werden konnen, bei- 
spielsweise als Kontrollen, Standard-, Bindungs- oder Hybridisierungsagensien oder anderweitig. 

30 Die rekombinant hergestellte erfindungsgemasse Telomerase und TRT (z.B. hTRT) ist naturlich in As- 
says zur Identifizierung von Modulatoren von Nutzen. Bei den Screening-Assays konnen auch Telome- 
rase oder hTRT verwendet werden, die aus einer vollen oder partiellen Rekonstitution von Telomerase- 
Aktivitat oder von einer Vermehrung einer existierenden Aktivttat abstammen. Die durch die Erfindung 
bereitgestellten Assays oder Screeningverfahren konnen dazu verwendet werden, die Fahigkeit von Te- 

35 lomerase zu testen, Telomer-DNA zu synthetisieren oder fur einen Test hinsichtlich einer oder aller 
«partie!len Aktivitaten» von hTRT und TRTs, wie vorstehend allgemein beschrieben. Der Assay kann 
die ex vivo-Modifizierung von Zellen beinhalten, die zur Expression von Telomerase mit oder ohne de- 
ren RNA-Einheit Oder assoziierten Proteinen manipuliert wurde, und diese konnen in ein Tier reimplan- 
tiert werden, das fur einen in vivo-Test verwendet werden kann. Somit stellt die Erfindung in vivo-As- 

40 says und dafur nutzliche transgene Tiere bereit. In diesen in vivo- Assay- Systemen konnen «knockout»- 
Zellen verwendet werden, bei denen eine oder mehrere Einheiten des endogenen Telomerase-Enzym- 
Komplexes deletiert oder gehemmt wurden, sowie Zellen, bei denen eine exogene oder endogene Telo- 
merase-Aktivitat rekonstituiert oder aktiviert ist. 
Telomerasen und TRT-Proteine, die ortsspezifisch (z.B. durch ortsgerichtete Mutation) zur Modifizie- 

45 rung oder Deletion einer oder aller Funktionen des Telomerase-Enzyms oder des TRT-Proteins modifi- 
ziert wurden, konnen ebenso zur Entdeckung therapeutischer Agensien in den erfindungsgemassen 
Screening- Verfahren angewandt werden. Beispielsweise kann TRT so manipuliert werden, dass es sei- 
ne Fahigkeit verliert, Substrat-DNA zu binden, seine RNA-Einheit (wie hTR) zu binden, die Hinzufugung 
von Telomer-DNA zu katalysieren, Desoxynucleotid-Substrate zu binden, nucleolytische Aktivitat aufzu- 

50 weisen, Telomer-assoziierte Proteine oder chromosomale Strukturen zu binden etc. Die erhaltenen «Mu- 
tanten-Proteine» oder «Muteine» konnen zur Identifizierung von Verbindungen verwendet werden, die 
eine, mehrere oder alle Funktionen oder Aktivitaten des TRT-Proteins oder der Telomerase spezifisch 
modulieren. 

55 C. Beispiele fur Telomerase-Modulatoren 
1) Allgemeines 

Bei den Testverbindungen, auf die vorstehend hingewiesen wurde, kann es sich um eine grosse Viel- 
60 zahl von Verbindungen handeln, sowohl naturlich vorkommende als auch synthetische, organische und 
inorganische Verbindungen, sowie Polymere (z.B. Oligopeptide, Polypeptide, Oligonucleotide und Po- 
lynucleotide) sowie kleine Molekule, Antikorper (wie hier ausfuhrlich definiert), Zucker, Fettsauren, Nu- 
cleotide und Nucleotid-Analoge, Analoge von naturlich vorkommenden Strukturen (z.B. Peptid-«lmitato- 
ren», Nucleinsaureanaloge etc.) und zahireiche weitere Verbindungen. 
65 Die Erfindung stellt alle Arten von Modulatoren bereit ohne Beschrankung auf einen l.estimmten Wir- 
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kungsmechanismus. Zum Zweck der Veranschaulichung werden im folgenden Beispiele fur Modulato- 
ren, zu denen Verbindungen oder B handlungen zahlen, aufgelistet: 

(i) Sie binden an das hTRT-Polypeptid (z.B. das aktive Zentaim des Enzyms) oder an einen anderen 
5 Telomerasebestandteit und beeinflussen eine Telomerase-Aktivitat; 

(ii) si hemmen oder fordern die Assoziierung oder hemmen oder fordern die Dissoziierung eines Te- 
lomerase-Bestandteils (z.B. hTRT oder das hTRT-hTR-RNP) mit einem Telomerase-assoziierten Protein 
(zu denen beispielsweise die im vorgehenden Abschnitt IV(D) zahlen); 

(iii) sie hemmen oder fordern die Assoziierung oder hemmen oder fordern die Dissoziierung von Telo- 
10 merase-Polypeptiden (z.B. hTRT) mit einer Telomerase-RNA (z.B. hTR); 

(iv) sie hemmen oder fordern die Assoziierung oder hemmen oder fordern die Dissoziierung von Te- 
lomerase-Polypeptiden (z.B. hTRT) mit Chromosomen (z.B. Telomeren) oder chromosomaler DNA (z.B. 
Telomer-DNA); 

(v) sie steigem oder senken die Expression eines Genprodukts eines Telomerase-Bestandteils (z.B. 
15 Produkte des hTRT-Gens), wozu auch Veranderungen der Rate oder des Spiegels der Transkription 

des TRT-Gens oder der Translation zahlen, der Transport oder die Stabilitat eines Genprodukts etc. 
durch Bindung an das Gen oder Genprodukt (z.B. durch Wechselwirkung mit einem Faktor (z.B. ein die 
Transkription regulierendes Protein), der die Transkription des hTRT-Gens oder eines anderen Telome- 
rase-Bestandteils beeinflusst). 

20 

2) Peptid-Modulatoren 

Zu den mogtichen Modulatoren von Telomerase-Aktivitat zahlen auch Peptide (z.B. hemmende (Ant- 
agonist) und aktivierende (Agonist) Peptid-Modulatoren), Beispielsweise konnen Oligopeptide mit nach 

25 dem Zufallsprinzip erzeugten Sequenzen gescreent werden, urn so Peptidmodulatoren (Agonisten oder 
Inhibitoren) von Telomerase-Aktivitat auffinden zu konnen. Solche Peptide konnen direkt als Wirkstoffe 
verwendet werden, oder urn die Orientierung oder Lage einer funktionellen Gruppe aufzufinden, die eine 
Telomerase-Aktivitat hemmen kann, was wiederum zum Entwurf und dem Austesten eines inhibitori- 
schen kleinen Molekuls fuhrt, oder wobei das Peptid das Ruckgrat fur chemische Modifizierung wird, die 

30 dessen pharmakologischen Verwendungsmdglichkeiten steigern. Bei dem Peptid kann es sich urn struk- 
turelle «lmitatoren» handeln, und Molekulmodulierungsprogramme konnen verwendet werden, um «lmi- 
tatoren» basierend auf der charakteristischen Sekundar- und/oder Tertiarstruktur eines Telomerase-En- 
zyms und hTRT-Proteins zu entwerfen. Solche strukturellen «lmitatoren»> konnen auch in vivo als Modu- 
latoren von Telomerase-Aktivitat (Agonisten und Antagonisten) verwendet werden. Strukturelle 

35 «!mitatoren» konnen auch als Immunogene zur Erzeugung von anti-Telomerase- oder anti-TRT-Protein- 
Antikorpern verwendet werden. 

3) Inhibitorische naturliche Verbindungen als Modulatoren von Telomerase-Aktivitat 

40 Daruber hinaus kann eine grosse Anzahl von moglicherweise nutzlichen aktivitatsmodifizierenden Ver- 
bindungen in Extrakten von naturlichen Produkten als Ausgangsmaterial gescreent werden. Solche Ex- 
trakte konnen aus einer grossen Anzahl von Quellen stammen, namlich den Spezies Pilze, Actinomyce- 
ten, Aigen, Insekten, Protozoen, Pflanzen und Bakterien. Die Extrakte, die inhibitorische Aktivitat zeigen, 
konnen dann zur Isolierung des aktiven Molekuls analysiert werden. Siehe beispielsweise Turner, i. Eth- 

45 nopharmacol. 51 (1-3) (1996), 39-43 und Suh, Antcancer Res. 15 (1995) 233-239. 

4) Inhibitorische Oligonucleotide 

Zu einem besonders nutzlichen Satz an Inhibitoren, die durch die vorliegende Erfindung bereitgestellt 

50 werden, gehoren Oligonucleotide, die entweder an eine hTRT-Protein codierende mRNA binden konnen, 
oder an das hTRT-Gen, wobei in beiden Fallen die Herstellung von funktionellem hTRT-Protein verhin- 
dert Oder gehemmt wird. Andere erfindungsgemasse Oligonucleotide interagieren mit der RNA-Einheit 
von Telomerase, beispielsweise hTR, oder konnen die Bindung von Telomerase oder hTRT an sein je- 
weiliges DNA-Ziel, oder von einem Telomerase-Bestandteil an einen anderen oder an ein Substrat ver- 

55 hindern. Solche Oligonucleotide konnen auch das Telomerase-Enzym hTRT-Protein oder Protein und 
RNA und, wie bereits vorstehend beschrieben, eine partielle Aktivitat inhibieren (wie z.B. deren prozes- 
sive Aktivitat, reverse Transkriptase-Aktivitat, nucleolytische Aktivitat etc.). Die Assoziierung kann uber 
eine Sequenz-spezifische Hybridisierung an eine andere Nucleinsaure oder durch eine allgemeine Bin- 
dung, wie beispielsweise einem Aptamer, oder durch beides erfolgen. 

60 Telomerase-Aktivitat kann dadurch gehemmt werden, dass die hTRT-mRNA mit «anti-sense»-Oli- 
gonucleotiden als Ziel versehen wird, die die hTRT-mRNA binden konnen. 

Zu einer weiteren nutzlichen Klasse von Inhibitoren zahlen Oligonucleotide, die eine Inaktivierung 
oder Spaltung von hTRT-mRNA oder hTR bewirken. Dabei ist das Oligonucleotid chemisch modifiziert, 
Oder weist enzymatische Aktivitat auf, was solch eine Spaltung bewirkt. Zu solchen Oligonucleotiden 

65 zahlen Ribozyme oder an ein Oligonucleotid gebundenes EDTA. Es kann sich auch um eine kovalente 
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Bindung handeln, beispielsweise Psoralen oder quervernetzende Reagenzien, die an ein Oligonucleotid 
gebunden sind. Wie bereits vorstehend angemerkt, kann ein Pool von vielen unterschiedlichen solcher 
Oligonucleotide nach solchen mit der gewunschten Aktivitat gescreent werden. 

Zu einer weiteren Klasse von nutzlichen Inhibitoren zahlen Oligonucleotide, die Polypeptide binden. 

5 Doppel- oder einzelstrangige DNA-Molekul oder doppel- oder einzelstrangige RNA-Molekule, die an 
spezifische Polypeptidziele binden, werden «Aptamere» genannt. Die spezifische Oligonucleotid/Poly- 
peptid-Assoziierung kann durch elektrostatische Wechselwirkungen vermittelt werden. Beispielsweise 
binden Aptamere spezifisch an Anionenbindende Aussenseiten auf Thrombin, das an das polyanioni- 
sche Heparin physiologisch bindet (Bock, Nature 355 (1992), 564-566). Da hTRT-Protein sowohl an 

10 hTR als auch deren DNA-Substrat bindet, und da die vorliegende Erfindung hTRT- und andere TRT- 
Proteine in gereinigter Form in grossen Mengen bereitstellt, kann der Fachmann unter Verwendung der 
erfindungsgemassen Verfahren leicht nach TRT-bindenden Aptameren screenen. 

Oligonucleotide (z.B. RNA-Oligonucleotide), die Telomerase, hTRT, HTR oder Anteile davon binden, 
konnen mittels der SELEX-Verfahren erzeugt werden (Tuerk, Methods Mol. Biol. 67 (1997), 2190). Bei 

15 diesem Verfahren wird ein sehr grosser Pool (106-109) aus Nucleinsauren mit Zufallssequenzen unter 
Bedingungen an das Ziel (z.B. hTRT) gebunden, die einer sehr starken Unterscheidung zwischen Mole- 
kulen mit hoher Affinitat und niedriger Affinitat bezuglich der Bindung des Ziels fuhren. Die gebundenen 
Molekule werden von nichtgebundenen abgetrennt und die gebundenen Molekule kraft einer spezifi- 
schen Nucleinsauresequenz, die in ihren Enden enthalten ist, und mittels geeigneter Amplifikationsrea- 

20 genzien amplifiziert. Dieser Prozess wird verschiedene Male solange wiederholt, bis eine relativ kleine 
Anzahl von Molekulen ubrig bleibt, die eine hone Bindungsaffinitat fur das Ziel aufweisen. Diese Mole- 
kule konnen im Anschluss daran auf ihre Fahigkeit Telomerase-Aktivitat zu modulieren, wie hier be- ) 
schrieben, getestet werden. 

Antagonisten einer Telomerase-vermittelten DNA-Replikation konnen auch auf einer Hemmung von 

25 hTR (Norton, Nature Biotechnology 14 (1996) 615-619) uber komplementare Sequenz-Erkennung oder 
-Spaltung, wie dies bei Ribozymen der Fall ist, basieren. 

Die erfindungsgemassen inhibitorischen Oligonucleotide konnen unter Verwendung einer Vielfalt von 
auf dem Fachgebiet gut bekannten Verfahren in die Zelle transferiert werden. Beispielsweise konnen 
Oligonucleotide spontan ohne spezifische Modifikation in das Plasma transportiert werden. In einer alter- 

30 nativen Ausfuhrungsform konnen sie mittels Liposomen, die mit der zellularen Membran fusionieren 
oder durch Endocytose aufgenommen werden, zugeliefert werden, d.h. durch die Verwendung vorn an 
das Liposom angehefteten Liganden oder durch direkte Anheftung an das Oligonucleotid, wobei diese 
dann an Oberflachenmembran-Proteinrezeptoren der Zelle binden, was zu einer Endocytose fuhrt. In ei- 
ner altemativen Ausfuhrungsform konnen die Zellen zur Steigerung des Transports der Oligonucleotide 

35 in die Zelle ohne Verletzung der Wirtszellen permeabilisiert werden. Es kann auch ein DNA-bindendes 
Protein, beispielsweise HBGF-1, von dem bekannt ist, dass es ein Oligonucleotid in eine Zelle transpor- 
tieren kann, verwendet werden. 

5) Inhibitorische Ribozyme 

40 

Ribozyme wirken durch Bindung an eine Ziel-RNA uber den die Ziel-RNA bindenden Anteil eines Ri- 
bozyms, der in enger Nachbarschaft zu einem enzymatischen Anteil der RNA gehalten wird, der die 
Ziel-RNA spaltet. Somit erkennt und spaltet das Ribozym eine Ziel-RNA normalerweise uber Paarung 
mit komplementaren Basen und nachdem es an der richtigen Stelle gebunden ist wirkt es als Enzym, 
45 wobei es die Ziel-RNA spaltet und inaktiviert. Die Spaltung einer Ziel-RNA auf eine solche Weise zer- ) 
stort deren Fahigkeit, die Synthese eines codierten Proteins zu steuern, vorausgesetzt, die Spaltung ge- 
schieht in der codierenden Sequenz. Nachdem ein Ribozym sein RNA-Ziel gebunden und gespalten 
hat, wird es typischerweise von der RNA freigesetzt, so dass es wiederholt neue Ziele binden und spal- 
ten kann. 

50 

6) Die Identifizierung von Telomerase-Assoziierten Proteinen zur Verwendung als Modulatoren 

In einer erfindungsgemassen Ausfuhrungsform wird die Telomerase zur Identifizierung von Telomera- 
se-assoziierten Proteinen verwendet, d.h. Telomerase-assoziierten Proteinen, die Telomerase-Aktivitat 

55 modulieren oder ansonsten erganzen. Wie bereits vorstehend angemerkt, konnen diese Proteine oder 
Fragmente davon eine Funktion dadurch modulieren, dass sie die Dissoziierung des Telomerase-En- 
zymkomplexes bewirken oder die Assoziierung verhindern, die Assemblierung des Telomerase-Komple- 
xes verhindern, hTRT an deren Bindung an ihre, eine erganzende Einheit darstellende Nucleinsaure 
hindern oder an ihre Bindung an ihre DNA-Matrize, hTRT an der Bindung von Nucleotiden hindern, oder 

60 eine oder mehrere oder alle der Teilaktivitaten des Telomerase-Enzyms oder des hTRT-Proteins, wie 
bereits vorstehend beschrieben, verhindern, steigern oder hemmen. 

Der Fachmann kann die erfindungsgemassen Verfahren fur den Nachweis dafur verwenden, welche 
Anteile (z.B. Domanen) dieser Telomerase-assoziierten Proteine mit T lomerase in Kontakt kommen. In 
einer erfindungsgemassen Ausfuhrungsform werden diese T lomerase-assoziierten Proteine oder Frag- 

65 mente davon als Modulatoren von Telomerase-Aktivitat verwendet. 
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7) Telomerase-Assoziierte Proteine als Dominant-negative Mutanten 

In einer erfindungsgemassen Ausfuhrungsform werden Telomerase-assoziierte Prot ine als Modulato- 
ren von Telomerase-Aktivitat verwendet. Zu Telomerase-assoziierten Proteinen zahlen chromosomale 

5 Strukturen, beispielsweise Histone, Proteine der nuclearen Matrix, Kontrollproteine der Zellteilung/des 
Zellcycius etc. Zu weiteren Telomerase-assoziierten Proteinen, die fur den erfindungsgemassen Zweck 
als Modulatoren verwendet werden konnen! zahlen p80 und p95, das menschliche Protein und ihre 
menschlichen Homologe, beispielsweise TP1 und TRF-1 (Chong, Science 270 (1995), 1663-1667). Zu- 
satzlich konnen Fragmente dieser Telomerase-assoziierten Proteine vom Fachmann gemass den erfin- 

10 dungsgemassen Verfahren identifiziert und als Modulatoren von Telomerase-Aktivitat verwendet werden. 

8) Dominant-negative Mutanten 

Acht hochkonservierte Motive wurden innerhalb der TRTs verschiedener nicht-menschlicher Spezies 
15 identifiziert, wie bereits vorstehend beschrieben (siehe auch Lingner, Science 276 (1997), 561-567). 
Fig. 4 zeigt ein Schema der menschlichen TRT (hTRT)-codierenden cDNA-Sequenz (von pGRN121) 
und von RT-Motiven im Vergleich zu S. pombe-Trtlp, Euplotes p123 und S. cerevisiae Est2p. Die vor- 
liegende Erfindung stellt rekombinante und synthetische Nucleinsauren bereit, in denen die Codons fur 
die konservierten Aminosaurereste in jedem der acht Motive gegen jedes der anderen Codons ausge- 
20 tauscht wurden. Eine Vielzahl der erhaltenen codierten Sequenzen exprimieren eine nichtfunktionelle 
hTRT. Siehe beispielsweise Beispiel 16. Somit stellt die vorliegende Erfindung beispielsweise eine gros- 
se Anzahl von «mutierten» Telomerase-Enzymen und TRT-Proteinen zur Verfugung, die eine Teilaktivi- 
tat von Telomerase aufweisen, jedoch nicht die gesamte Aktivitat. Beispielsweise kann eine solche Po- 
lymerase telomere Strukturen binden, jedoch nicht Telomerase-assoziierte RNA (d.h. hTR). Solch eine 
25 Telomerase-Mutante kann, wenn sie in ausreichend hoher Konzentration exprimiert wird, zur Verarmung 
eines notwendigen Telomerase-Bestandteils (z.B. hTR) fuhren und dadurch als ein Inhibitor von Wildtyp- 
Telomerase-Aktivitat fungieren. Eine auf diese Weise wirkende mutierte Telomerase stellt einen Antago- 
nisten dar oder eine sogenannte «dominant-negative» Mutante. 

30 9) Antikorper 

Die erfindungsgemassen Antikorper konnen allgemein zur Identifizierung, Reinigung oder Hemmung 
irgendeiner oder aller Aktivitaten eines Telomerase-Enzyms und hTRT-Proteins verwendet werden. Anti- 
korper konnen als Antagonisten von Telomerase-Aktivitat auf verschiedene Weise wirken, beispielswei- 

35 se dadurch, dass sie verhindern, dass der Telomerase-Komplex oder das Nucleotid an deren DNA-Sub- 
strate bindet, dadurch, dass sie verhindern, dass die Telomerase-Bestandteile einen aktiven Komplex 
bilden, durch Aufrechterhaltung einer funktionellen (Telomerase-Komplex) quaternaren Struktur oder 
durch Bindung an eine der aktiven Zentren des Enzyms oder an andere Stellen, die allosterische Aus- 
wirkungen auf Aktivitat haben (die unterschiediichen Teilaktivitaten von Telomerase sind ausfuhrlich an 

40 anderer Stelle dieser Beschreibung beschrieben). 

D) Das Entwerfen von Modulatoren 

Die erfindungsgemassen Telomerase-Modulatoren konnen mittels Verfahren, die in der Pharmazie gut 
45 bekannt sind, entworfen oder hergestellt werden, dazu gehoren kombinatorische Verfahren und « rational 
drug design»-Verfahren. 

1) Methodik der kombinatorischen Chemie 

50 Die Herstellung und das simultane Screenen von grossen Banken aus synthetischen Molekulen kann 
mittels gut bekannter Verfahren der kombinatorischen Chemie ausgefuhrt werden, siehe beispielsweise 
van Breemen, Anal. Chem. 69 (1997), 2159-2164 und Lam, Anticancer Drug Des. 12 (1997), 145-167. 

Wie bereits vorstehend angemerkt, kann die Methodik der kombinatorischen Chemie dazu verwendet 
werden, eine riesige Anzahl von Oligonucleotiden zu erzeugen, die hinsichtlich spezifischer- Oligonu- 

55 cleotide, die geeignete Bindungsaffinitaten besitzen, sehr schnell gescreent werden konnen und Spezifi- 
taten gegen ein beliebiges Ziel, wie die erfindungsgemassen TRT-Proteine, konnen genutzt werden (sie- 
he fur eine allgemeine Hintergrundinformation Gold, J. of Biol. Chem. 270 (1995), 13581-13584). 

2) «Rational Drug Design» 

60 

"Rational drug design» beinhaltet einen integrierten Satz an Methoden, zu denen die Strukturanalyse 
von Zielmolekulen, synthetische Chemie und fortgeschrittene Computerverfahren zahlen. Bei der Ver- 
wendung zum Entwurf von Modulator n, beispielsweise Antagonisten/lnhibitoren von Proteinzielen, wie 
beispielsweise das Telomerase-Enzym und hTRT-Protein, besteht das Ziel von «rational drug design» in 
65 einem Verstandnis der dreidimensionalen Gestalt und der Chemie eines Molekuls. «Rational drug de- 
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sign» wird unterstutzt von Daten, di durch Rontgenstrukturanalyse Oder NMR gewonnen wurden und 
die nun fur das hTRT-Protein und Telomerase-Enzym gemass den durch die Erfindung bereitgestellten 
Verfahren und unter Verwendung der erfindungsgemassen Reagenzien bestimmt werden konnen. Hilf- 
reich sind auch Berechnungen hinsichtlich elektrostatischer Eigenschaften, Hydrophobizitaten und der 
5 Losungsmittelzuganglichkeit. Siehe beispielsweise Coldren, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94 (1997), 6635- 
6640. 

D) Kits 

10 Die Erfindung stellt auch Kits bereit, die zu einer Bestimmung dafur verwendet werden konnen, ob 
eine Testverbindung ein Modulator einer TRT-Aktivitat ist. Der Kif beinhaltet typischerweise eine Oder 
mehrere der folgenden Bestandteile: ein im wesentlichen gereinigtes TRT-Polypeptid oder Polynucleotid 
(einschliesslich Sonden und Primern), ein Plasmid, das eine TRT (z.B. hTRT) exprimieren kann, wenn 
es in eine Zelle oder ein zellfreies Expressionssystem eingefuhrt wird; ein Plasmid, das eine TR (z.B. 

15 hTR) exprimieren kann, wenn es in eine Zelle oder ein zellfreies Expressionssystem eingefuhrt wird; 
Zellen oder Zeliinien; eine Zusammensetzung zum Nachweis einer Veranderung in einer TRT-Aktivitat 
und eine Anleitung die zeigt, wie eine Veranderung in der TRT-Aktivitat nachgewiesen und gemessen 
werden kann, wobei angezeigt wird, dass eine Anderung in der Telomerase-Aktivitat in Gegenwart der 
Testverbindung ein Indikator dafur ist, ob die Testverbindung die Telomerase-Aktivitat moduliert und ein 

20 Behalter. Der Kit kann auch Mittel enthalten, wie beispielsweise ein TRAP-Assay oder ein Assay, der 
auf einer quantitativen Polymerase-Kettenrekation beruht, urn so eine Anderung in einer TRT-Aktivitat 
messen zu konnen. Der Kit kann auch eine Anleitung dafur enthalten, wie eine Veranderung in der 
TRT-Aktivitat nachgewiesen und gemessen werden kann, wobei angezeigt wird, dass eine Veranderung 
in der Telomerase-Aktivitat in Anwesenheit der Testverbindung ein Indikator dafur ist, ob die Testverbin- 

25 dung die Telomerase-Aktivitat moduliert. 

XI. Transgene Organismen (Telomerase-«knockout»-Zellen und Tiermodelle) 

Die Erfindung stellt auch transgene nicht-menschliche mehrzellige Organismen (z.B. Pflanzen und 
30 Tiere) oder einzellige Organismen (z.B. Hefe) bereit, die eine exogene TRT-Gensequenz enthalten, bei 
der es sich urn eine codierende Sequenz oder eine regulatorische Sequenz (z.B. einen Promoter) han- 
deln kann. In einer Ausfuhrungsform exprimiert der Organismus ein exogenes TRT-Polypeptid mit einer 
Sequenz von einem menschlichen TRT-Protein. In einer verwandten Ausfuhrungsform exprimiert der Or- 
ganismus auch einen Telomerase-RNA-Bestandteil (z.B. hTR). 
35 Die Erfindung stellt auch einzellige und mehrzellige Organismen (oder Zellen davon) bereit, bei denen 
mindestens ein, eine Telomerase-Untereinheit (z.B. TRT oder TR) oder ein Telomerase-assoziiertes 
Protein codierendes Gen mutiert oder deletiert ist (d.h. in einem codierenden oder regulatorischen Be- 
reich), so dass keine native Telomerase exprimiert wird oder diese mit einem herabgesetzen Spiegel 
exprimiert oder im Vergleich zu Wildtypzellen oder Organismen mit unterschiedlichen Aktivitaten expri- 
40 miert wird. Solche Zellen und Organismen werden oft als <«gene knock-out»-Zellen oder -Organismen 
bezeichnet. ' 

Die Erfindung stellt ferner Zellen und Organismen bereit, bei denen ein endogenes Telomerase-Gen 
(z.B. Maus-TRT) mutiert oder deletiert ist und ein exogenes Telomerase-Gen (z.B. fur menschliche 
TRT) eingefuhrt und exprimiert wird. Zellen und Organismen dieses Typs sind beispielsweise als Mo- 

45 dellsysteme von Nutzen, urn: Modulatoren von hTRT-Aktivitat oder -Expression zu identifizieren; die 
Auswirkungen von Mutationen in Genen fur Telomerase-Bestandteile bestimmen zu konnen und bei- 
spielsweise das Timing im Hinblick auf den Entwicklungszustand und die Gewebelokalisierung von Telo- 
merase-Aktivitat bestimmen zu konnen (urn beurteilen zu konnen, wann ein Telomerase-Modulator ver- 
abreicht werden soil und urn mdgliche Nebenwirkungen feststellen zu konnen). 

50 Zu den Beispielen fur mehrzellige Organismen gehoren Pflanzen, Insekten und Tiere, wie beispiels- 
weise Mause, Ratten, Kaninchen, Affen, Menschenaffen, Schweine und andere Sauger. Ein Beispiel fur 
einen einzelligen Organismus ist Hefe. 

Verfahren zur Anderung oder Unterbrechung eines spezifischen Gens (z.B. endogener TRT-Gene) 
sind dem Fachmann gut bekannt, siehe beispielsweise Baudin et al., Nucl. Acids Res. 21 (1993) , 3329; 

55 Wach et al. , Yeast 10 (1994) 1793; Rothstein, Methods Enzymol. 194 (1991), 281; Anderson, Methods 
Cell Biol 48 (1995), 31; Pettitt et al., Development 122 (1996), 4149-4157; Ramirez-Solis et al., Me- 
thods Enzymol. 225 (1993), 855 und Thomas et al., Cell 51 (1987), 503, wobei jedes dieser Dokumente 
durch Bezugnahme in seiner Gesamtheit und fur alle Zwecke als Bestandteil der Beschreibung anzuse- 

60 he Zu' S den erfindungsgemassen «knockout»-Zellen und -Tieren gehoren Zellen und Tiere, in denen eine 
oder mehrere Einheiten des endogenen Telomerase-Enzymkomplexes deletiert oder gehemmt sind. Die 
Rekonstitution von T lomeraseAktivitat bewahrt di Zelle oder das Tier vor dem unvermejdlichen Zell- 
tod, der durch dessen Unvermogen, Telomere zu bewahren, bedingt ist. Verfahren zur Anderung der 
Expression von endogenen Genen sind dem Fachmann gut bekannt. Typischerweise beinhalten solche 

65 Verfahren die Veranderung oder den Austausch aller regulatorischen Sequenzen, die die Expression ei- 
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nes bestimmten zu regulierenden Gens kontrollieren, oder eines Anteils davon. Die regulatorischen Se- 
quenzen b ispielsweise der native Promoter, konnen verandert werden. Das ubhche Verfahren fur eine 
zielgerichtete Mutation von Genen beinhaltet di Einfugung eines, das gewunschte Gen enthaltenden 
genomischen DNA-Fragments in einen Vektor, wonach sich die Clonierung von zwei genomischen Ar- 
men urn eine selektierbare Neomycin-Resistenzkassette in einem Thymidinkinase enthaltenden Vektor 
anschliesst Mit diesem «knock-out»-Konstrukt wird dann eine geeignete Zelle transfiziert, d.h. eine em- 
bryonale Stammzelle (ES) der Maus, wobei die Zellen danach einer positiven Selektion (mittels G418 
und beispielsweise auf Neomycin-Resistenz zu selektieren) und einer negativen Selektion (wobei bei- 
spielsweise FIAU verwendet wird, urn Zellen auszuschliessen, denen Thymidinkinase fehlt) unterworfen 
werden Dies erlaubt die Selektion von Zellen, die mit dem «knockout»>-Vektor eine homologe Recombi- 
nation eingegangen sind. Dieses Vorgehen fuhrt zur Inaktivierung des gewunschten Gens. Siehe bei- 
spielsweise die US-Patente 5 464 764; 5 631 153; 5 487 992 und 5 627 059. 

•.Knocking out»-Expression eines endogenen Gens kann auch erreicht werden mittels nomologer He- 
kombination die zur Einfuhrung einer heterologen Nucleinsaure in die regulatorischen Sequenzen (z.B. 
einen Promotor) des gewunschten Gens verwendet wird. Urn die Expression von funktionellem Enzym 
oder Produkt zu verhindern, sind einfache Mutationen geeignet, die entweder den Leserahmen andern 
oder den Promotor unterbrechen. Zur Hochregulation der Expression kann ein nativer Promotor gegen 
einen heterologen Promotor ausgetauscht werden, der hohere Transkriptionsspiegel induziert Es kann 
auch die «gene trap insertion" verwendet werden, urn ein Wirtsgen zu unterbrechen. Embryonale 
Stammzellen (ES) der Maus konnen zur Herstellung von transgenen «knockout»-Tieren verwendet wer- 
denf wie dies beispielsweise in Holzschu Transgenic Res. 6 (1997), 97-106 beschneben ist. 

Die Anderung der Expression von endogenen Genen durch homologe Rekombmation kann auch un- 
ter Verwendung von Nucleinsauresequenzen erreicht werden, die das fragliche Strukturen entnalten. 
Stromaufwarts gelegene Sequenzen werden dafur verwendet, urn Konstrukte bezuglich «n« heterolo- 
aen Rekombination zum Ziel zu fuhren. Unter Verwendung der Information hinsichthch des TRTStruWur- 
qens beispielsweise SEQ. ID. Nr. 1, kann der Fachmann Konstrukte fur eine homologe Rekombination 
herstellen, was lediglich Routineexperimente erforderlich macht. Homologe Rekombination i zur ^Anderung 
der Expression von endogenen Genen ist beschrieben in US-Patent Nr. 5,272,071 und WO 91/09 955, 
WO 93/09 222 WO 96/29 411, WO 95/31 560 und WO 91/12 650. Homologe Rekombination in Myco- 
bakterien ist beschrieben in Azad Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93 (1996), 4787; Baulard, J. Bactenol 178 
(1996) 3091 und Pelicic, Mol. Microbiol. 20 (1996), 991. Homologe Rekombination in Tie re n ist be- 
schrieben von Moynahan, Hum. Mol. Genet. 5 (1996), 875 und in Pflanzen von Offringa, EMBO J. 9 
(1990) 3077. 

35 XI. Glossar 

Die folgenden Bezeichnungen werden nachstehend definiert, urn dem Fachmann bei der Ausfuhrung 
der Erfindung eine zusatzliche Anleitung zu geben: Adjuvans, Allel (& Allelsequenz), Aminosauren (ein- 
schliesslich hydrophobe, polare, geladene), konservative Substitution, Kontrollelemente (und regulaton- 
sche Sequenzen), derivative rt, nachweisbare Markierung, erhohter Spiegel, Epitop, gunstige und ungun- 
stiqe Prognose, Fusionsprotein, Genprodukt, hTR, unsterblich, Immunogen und immunogen isohert, Mo- 
dulator Motiv Nucleinsaure (& Polynucleotid), Oligonucleotide (& Oligomere), funktionell verknuptt, 
Polypeptide Sonde (einschliesslich Nucleinsauresonden und Antikorpersonden), rekombinant, Selekti- 
onssystem 'sequenz, spezifische Bindung, stringente Hybridisierungsbedingungen (& Stnngenz) we- 
sentliche Identitat (& wesentliche Ahnlichkeit), im wesentlichen rein (& im wesentlichen geretnigt), Telo- 
merase-negative und Telomerase-positive Zellen, katalytische Aktivitat von Telomerase, Telomerasever- 
wandt und Testverbindung. C(iMan7 Hia 

Der hier verwendete Ausdruck «Adjuvans» betrifft in seiner normalen Bedeutung jede Substanz, die 
die Immunantwort gegenuber einem Antigen, mit dem es vermischt ist, erhoht. Zu den fur die vori'egen- 
de Erfindung nutzlichen Adjuvantien gehoren, jedoch ohne Beschrankung darauf, Freunds Adjuvans, 
Mineralgele, wie Aluminiumhydroxid, und oberflachenaktive Substanzen, beispielsweise Lysolecithm plu- 
ronische Polyole, Polyanionen, Peptide, Olemulsionen, «Keyhole limpet»-Hemocyan.n und I D.n.trophenol. 
BCG ("Bacillus Calmette-Guerin») und Corynebacterium parvum sind ebenfalls nutzhche Adjuvantien 

Die hier verwendete Bezeichnung «Allel» oder «Allelsequenz» betrifft eine alternative Form einer Nu- 
cleinsauresequenz (d.h. einer hTRT-Protein codierenden Nucleinsaure). Allele sind das Ergebn.s von 
Mutationen (d.h. Anderungen in der Nucleinsauresequenz) und es kommt dadurch inn ' al ^ n e, " e " k 2 ^^^ 
Herstellung veranderter und/oder unterschiedlich regulierter mRNAs oder Polypep^de deren Struktur 
und/oder Funktion geandert sein kann oder nicht. Ubliche auf Mutat.onen beruhende Anderungen d e 
zur Entstehung von Allelen fuhren, werden allgemein naturlichen Delet.onen Add.tionen oder -Subs itu- 
tionen von Nucleotiden zugeschrieben, die die codierten Aminosauren bee.nflussen konnen oder auch 
nicht. Jede Art dieser Anderung kann allein vorkommen, in Kombinat.on mit den anderen oder e.nmal 
oder ofter innerhalb eines gegebenen Gens, Chromosoms oder einer anderen zellularen Nuclemaure. 
Jedes gegebene Gen kann keine, ine oder vi le allele Formen haben Die hier v e ^ e " dete D B ezei ^- 
nung fQr «Allel» bezieht sich entweder auf ein Gen oder eine von dem Gen transknbierte mRNA oder 
65 beides. 
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Die hier beschriebenen «Aminosaur n» werden gelegentlich durch den Standard-Einbuchstabencode 
bezeichnet: Alanin (A), Serin (S), Threonin (T), Asparaginsaure (D), Glutaminsaure (E), Asparagin (N), 
Glutamin (Q) t Arginin (R), Lysin (K), Isoleucin (I), Leucin (L), Methionin (M), Valin (V), Phenylalanin (F), 
Tyrosin (Y) ( Tryptophan (W), Prolin (P), Glycin (G), Histidin (H), Cystein (C). Dazu zahlen auch syntheti- 

5 sche und nicht-naturlich vorkommende Aminosaure-Analoge (und/oder P ptidverknupfungen). 

Der hier verwendete Ausdruck "hydrophobe Aminosauren** bezieht sich auf A, L, I, V, P, F, W und 
M. Der hier verwendete Ausdruck «polare Aminosauren** bezieht sich auf G, S t T, Y, C, N und Q. Der 
hier verwendete Ausdruck «geladene Aminosauren** bezieht sich auf D, E, H, K und R. 

Der hier verwendete Ausdruck "konservative Substitution** bezieht sich bei der Beschreibung eines 

10 Proteins auf eine Veranderung in der Aminosaurezusammensetzung des Proteins, die die Aktivitat des 
Proteins nicht wesentlich verandert. Somit bezieht sich der Ausdruck «konservativ modifizierte Variatio- 
nen» einer bestimmten Aminosauresequenz auf Aminosauresubstitutionen, bei denen Aminosauren aus- 
getauscht sind, die fur die Proteinaktivitat nicht kritisch sind, Oder auf die Substitution von Aminosauren 
gegen andere Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften (sauer, basisch, positiv oder negativ geladen, 

.15 polar oder nicht-polar etc.), so dass die Substitutionen selbst von kritischen Aminosauren die Aktivitat 
nicht wesentlich andern. Tabellen hinsichtlich konservativer Substitution, die funktionell ahnliche Amino- 
sauren aufzahlen, sind auf dem Fachgebiet gut bekannt. Die folgenden sechs Gruppen enthalten jeweils 
Aminosauren, die gegenuber einander konservative Substitutionen darstellen: 1) Alanin (A), Serin (S), 
Threonin (T); 2) Asparaginsaure (D) Glutaminsaure (E) 3) Asparagin (N), Glutamin (Q); 4) Arginin (R), 

20 Lysin (K), 5) Isoleucin (I), Leucin (L) Methionin (M); Valin (V); und 6) Phenylalanin (F), Tyrosin (Y), 
Tryptophan (W) (siehe auch Creighton, Proteins, (1984), W.H. Freeman and Company). Fur den Fach- 
mann ist es offensichtlich, dass die vorstehend angegebenen Austausche nicht die einzigen moglichen } 
konservativen Substitutionen darstellen. Beispielsweise konnte man den Austausch einer geladenen 
Aminosaure gegen eine andere geladene Aminosaure als konservative Substitution erachten, unabhan- 

25 gig davon, ob sie positiv oder negativ geladen ist. Zusatzlich sind individuelle Substitutionen, Deletionen 
oder Additionen, die eine einzelne Aminosaure oder einen kleinen Prozentsatz von Aminosauren in ei- 
ner codierten Sequenz andern, hinzufugen oder deletieren, ebenfalls «konservativ modifizierte Variatio- 
nen>». Eine "konservative Substitution** kann in ein rekombinantes Protein dadurch eingefuhrt werden, 
dass ein oder mehrere Codons verwendet werden, die sich von den Codons unterscheiden, die von 

30 dem nativen Gen oder Wildtyp-Gen verwendet werden. In diesem Fall beinhaltet eine konservative Sub- 
stitution auch die Substitution eines Codons fur eine Aminosaure gegen ein anderes Codon fur dieselbe 
Aminosaure. 

Die hier verwendeten Bezeichnungen «Kontrollelemente*> oder «regulatorische Sequenzen» beinhal- 
ten Enhancer, Promotoren, Transkriptionsterminatoren, Replikationsursprunge, chromosomalintegrierte 

35 Sequenzen, 5'- und 3'- nicht translatierte Bereiche, mit denen Proteine oder andere Biomolekule zur 
Durchfuhrung von Transkription und Translation interagieren. Bei eukaryotischen Zellen enthalten die 
Kontrollsequenzen einen Promotor und vorzugsweise einen Enhancer, der beispielsweise von Im- 
munglobulingenen, SV40, Cytomegalovirus stammt, und eine Polyadenylierungssequenz. Sie konnen 
auch Donor- und Akzeptor-Sequenzen fur die Spleissung enthalten. Je nach verwendetem Vektorsystem 

40 und verwendetem Wirt kann eine beliebige Anzahl von geeigneten Transkriptions- und Translationsele- 
menten zu denen auch konstitutive und induzierbare Promotoren gehoren, verwendet werden. 

Die hier verwendete Bezeichnung «derivatisierte(s)*> Polynucleotid, Oligonucleotid oder Nucleinsaure 
bezieht sich auf ein Oligo- oder Polynucleotid, das einen derivative rten Substituenten umfasst. In eini- 
gen Ausfuhrungsformen ist der Substituent im wesentlichen hinsichtlich der Hybridisierung mit komplen- 

45 taren Polynucleotiden nicht storend. Derivatisierte Oligo- oder Polynucleotide, die mit hinzugefugten che- ' 
mischen Substituenten modifiziert wurden (z.B. durch Modiftkation eines bereits synthetisierten Oligo- 
oder Polynucleotids oder durch Einbau einer modifizierten Base oder eines Ruckgrat-Analogen wahrend 
der Synthese) konnen in eine metabolisch aktive eukaryotische Zelle eingefuhrt werden, urn mit einer 
hTRT-DNA, -RNA oder einem hTRT-Protein zu hybridisieren, wobei sie eine Veranderung oder chemi- 

50 sche Modifikation an einer dortigen DNA, RNA oder einem dortigen Protein erzeugen. In einer alternati- 
ven Ausfuhrungsform konnen die derivatisierten Oligo- oder Polynucleotide mit hTRT-Polypeptiden, Te- 
lomerase-assoziierten Proteinen oder anderen Faktoren t die mit hTRT-DNA oder hTRT-Genprodukten 
interagieren, in Wechselwirkung treten und diese andern, oder die Expression oder Funktion von hTRT- 
DNA oder -RNA oder -Proteinen andern oder modulieren. Zu den Beispielen fur angeknupfte chemische 

55 Substituenten zahlen: Europium (III) texaphyrin, quervernetzende Mittel, Psoralen, Metallchelate (z.B. Ei- 
sen/EDTA-Chelat fur eine Eisen-katalysierte Spaltung), Topoisomerasen, Endonucleasen, Exonucleasen, 
Ligasen, Phosphodiesterasen, photodynamische Porphyrine, chemotherapeutische Wirkstoffe (z.B. 
Adriamycin, Doxirubicin), interkalierende Mittel, Basen-modifizierende Mittel, Immunglobulinketten und 
Oligonucleotide. Eisen/EDTA-Chelate sind chemische Substituenten, die oft dann verwendet werden, 

60 wenn eine lokale Spaltung einer Polynucleotidsequenz erwunscht ist (Hertzberg et al. t J. Am. Chem. 
Soc. 104 (1982), 313; Hertzberg und Dervan, Biochemistry 23 (1984), 3934; Taylor et al. t Tetrahedron 
40 (1984), 457 und Dervan, Science 232 (1986), 464). Zu Beispielen von chemischen Verfahren zur 
Anknupfung zahlen: direkte Verbindung z.B. uber eine angehangte reaktive Aminogruppe (Corey und 
Schultz, Science 238 (1988), 1401, wobei dieses Dokument durch Bezugnahme als Bestandteil dieser 

65 Beschreibung anzusehen ist) und andere chemische Verfahren fur direkte Verbindungen, wobei aller- 
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dings auch Verbindungsverfahren fur Streptavidin/Biotin und Digoxigenin/anti-Digoxigenin-Antikdrper ver- 
wendet werden konnen, Verfahren zur Kopplung chemischer Substituenten werden bereitgestellt in den 
US-Patenten 5 135 720, 5 093 245, und 5 055 556, die aufgrund der Bezugnahme als Bestandteil die- 
ser Beschreibung angesehen werden k6nnen. Andere chemische Kopplungsverfahren liegen im Ermes- 

5 sen des Fachmanns. 

Die hier verwendete Bezeichnung «nachweisbare Markierung** besitzt die auf dem Fachgebiet ubliche 
Bedeutung und betrifft ein Atom (z.B. ein Radionuclid), Molekul (z.B. Fluorescein) oder einen Komplex, 
der dafur verwendet wird oder dafur verwendet werden kann, um die Anwesenheit eines Molekuls nach- 
zuweisen (z.B. aufgrund einer physikalischen oder chemischen Eigenschaft) oder anzuzeigen, oder um 

10 die Bindung eines anderen Molekuls zu ermoglichen, an das es kovalent gebunden oder eng assoziiert 
ist. Die Bezeichung «Markierung» bezieht sich auch auf kovalent gebundene oder eng assoziierte Mole- 
kule (z.B. ein Biomolekul, beispielsweise ein Enzym), das auf ein Substrat zur Erzeugung eines nach- 
weisbaren Atoms, Molekuls oder Komplexes einwirkt. Zu den fur die erfindungsgemasse Verwendung 
geeigneten nachweisbaren Markierungen zahlen alle Zusammensetzungen, die durch spektroskopische, 

15 photochemische, biochemische, immunchemische, elektrische, optische oder chemische Mittel nach- 
weisbar sind. Zu den fur die voiiiegende Erfindung nutzlichen Markierungen gehdren Biotin zur Anfar- 
bung mit markiertem Streptavidin-Konjugat, magnetische Kugelchen (z.B. DynabeadsV), Fluoreszenzfarb- 
stoffe (z.B. Fluorescein,Texas-rot, Rhodamin, grun-fluoreszierendes Protein («greenfluorescent protein»), 
verstarktes grun-fluoreszierendes Protein (^enhanced green fluorescent protein**), Lissamin, Phycoery- 

20 thrin, Cy2, Cy3 ( Cy3.5, Cy5 t Cy5.5, Cy7, <«FluorX» (Amersham), «SyBR Green I & ll» (Molecular Pro- 
bes), etc.), radioaktive Markierungen (z.B. 3 H, 125 l, 35 S, 14 C oder 32 P), Enzyme (z.B. Hydrolases insbe- 
sondere Phosphatases wie beispielsweise alkaltsche Phosphatase, Esterasen und Glycosidasen oder 
Oxidoreductasen, tnsbesondere Peroxidases wie beispielsweise Meerrettichperoxidase und andere ubli- 
cherweise in einem ELISA verwendete Enzyme), Substrate, Cofaktoren, Inhibitoren, chemiluminescente 

25 Gruppen, chromogene Mittel und colorimetrische Markierungen, wie beispielsweise kolloidales Gold oder 
gefarbte Glas- oder Plastik (z.B. Polystyrol, Polypropylen, Latexetc.) Kugelchen. Zu denen Patenten, de- 
ren Lehre die Verwendung solcher Markierungen betrifft, zahlen US-Patent 3 817 837; 3 850 752; 
3 939 350; 3 996 345; 4 277 437; 4 275 149 und 4 366 241. Mittel zum Nachweis solcher Markierun- 
gen sind dem Fachmann gut bekannt. Somit konnen beispielsweise radioaktive Markierungen und che- 

30 milumineszente Markierungen mittels eines photographischen Films oder Szintillationszahlern nachge- 
wiesen werden und Fluoreszenzmarker konnen zum Nachweis von emitiertem Licht mit einem Photode- 
tektor (z.B. bei der Fluoreszenz aktivierten Zellsortierung) nachgewiesen werden, Enzymatische 
Markierungen werden typischerweise dadurch nachgewiesen, dass das Enzym mit einem Substrat ver- 
sehen wird und dass durch die Wirkung des Enzyms auf das Substrat das erzeugte Reaktionsprodukt 

35 nachgewiesen wird. Coforimetrischen Markierungen werden einfach durch Sichtbarmachung der gefarb- 
ten Markierung nachgewiesen. Somit ist eine Markierung jede Zusammensetzung, die durch spektrosko- 
pische, photochemische, biochemische, immunchemische, elektrische, optische oder chemische Mittel 
nachweisbar ist. Die Markierung kann an den gewunschten Assay- Bestandteil gemass auf dem Fachge- 
biet gut bekannter Verfahren direkt oder indirekt gekoppelt werden. Nicht radioaktive Markierungen wer- 

40 den oft durch indirekte Mittel angebracht. Im allgemeinen ist ein Ligandenmolekul (z.B. Biotin) kovalent 
an das Molekul gebunden. Der Ligand bindet dann ein anti-Ligandenmolekul (z.B. Streptavidin), das 
entweder inharent nachweisbar ist oder an ein ein Signal erzeugendes System kovalent gebunden ist, 
wie beispielsweise ein nachweisbares Enzym, eine fluoreszierende Verbindung oder eine chemilumines- 
zierende Verbindung. Es kann eine Reihe von Liganden und anti-Liganden verwendet werden. In den 

45 Fallen, in denen ein Ligand einen naturlichen anti-Liganden aufweist, beispielsweise Biotin, Thyroxin 
oder Cortison, kann er in Verbindung mit den markierten, naturlich vorkommenden anti-Liganden ver- 
wendet werden. Alternativ kann jedes Hapten oder jede antigene Verbindung in Kombination mit einem 
Antikorper verwendet werden. Die Molekule konnen auch direkt an signalerzeugende Verbindungen kon- 
jugiert sein, beispielsweise durch Konjugation mit einem Enzym oder Fluorophor. Mittel zum Nachweis 

50 von Markierungen sind dem Fachmann gut bekannt. Somit zahlen beispielsweise dann, wenn die Mar- 
kierung eine radioaktive Markierung ist, zu den Nachweismitteln ein Szintillationszahler, photographi- 
scher Film, wie bei der Autoradiographie, oder eine Bildgebung mittels gespeichertem Phosphor ("Stora- 
ge phosphor imaging**). Eine Fluoreszenzmarkierung kann durch Anregung des Fluorchroms mit Licht 
einer geeigneten Wellenlange und dem Nachweis der erhaltenen Fluoreszenz nachgewiesen werden. 

55 Die Fluoreszenz kann visuell nachgewiesen werden, mit Hilfe eines photographischen Films, mittels ei- 
nes elektronischen Detektors, wie beispielsweise ladungsgekoppelte Vorrichtungen (CCDs) oder Sekun- 
darelektronenvervielfacher etc. Auf ahnliche Weise konnen enzymatische Markierungen dadurch nach- 
gewiesen werden, dass fur das Enzym die geeigneten Substrate bereitgestellt werden, und das erhalte- 
ne Reaktionsprodukt nachgewiesen wird. Auch konnen einfache colorimetrische Markierungen durch die 

60 Beobachtung der mit der Markierung assoziierten Farbe nachgewiesen werden. Wenn Paare von Fluo- 
rophoren in einem Assay verwendet werden, wird es oft bevorzugt, dass diese unterschiedliche Emissi- 
onsmuster (Wellenlangen) besitzen, so dass sie leicht unterschieden werden konnen. 

Die B zeichnung «erhohter Spiegel** bezieht sich auf eine Menge an hTRT-Genprodukt (oder einer 
anderen angegebenen Substanz oder Aktivitat) in einer Zelle, die erhoht ist, oder hoher im Vergleich mit 

65 dem Spiegel in inem Referenzstandard, zu dem Spiegel in normalen Telomerasenegativen Zellen in ei- 
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ner Person oder in anderen Personen, die nicht an dem entspechenden Zustand leiden, beispielsweise 
fur eine Diagnose, und fur eine Prognose, zum Spiegel in Tumorzellen von einer Reihe von Stadien, 
oder Ktassen von beispielsweise Tumoren. 

Der hier verwendete Ausdruck « Epitope hat seine ubliche Bedeutung, d.h. er bezieht sich auf eine 
Stelle auf einem Antigen, die von einem Antikorper erkannt wird. Epitope sind typische Abschnitte von 
Aminosauren, die einen kleinen Anteil des Gesamtproteins darstellen. Epitope konnen die Konformation 
betreffen (d.h. diskontinuierlich). Das heisst, sie konnen durch Aminosauren gebildet werden, die von 
nichtzusammenhangenden Teilen an Primersequenz codiert werden, und die aufgrund der Proteinfal- 
tung nebeneinander zu liegen kommen. 

Die Bezeichnungen «gunstige Prognose" und «ungunstige Prognose** sind auf dem Fachgebiet be- 
kannt. Im Zusammenhang mit Krebs_ bedeutet «gunstige Prognose", dass sich ein Tumor wahrschein- 
lich zuruckbilden wird, oder langere Oberlebenschancen fur Patienten mit einer gunstigen Prognose be- 
stehen im Vergleich zu denen mit einer ungunstigen Prognose, wahrend der Ausdruck «ungunstige Pro- 
gnose" bedeutet, dass der Tumor wahrscheinlich aggressiver ist, was zu einem schlechten Krankheits- 
verlauf fur den Patienten fuhrt oder einem schnellerem Fortschreiten der Krankheit. 

Der hier verwendete Ausdruck «Fusionsprotein» bezieht sich auf ein zusammengesetztes Protein, 
d.h. eine einzelne zusammenhangende Aminosauresequenz, die aus zwei (oder mehreren) unterschied- 
lichen heterologen Polypeptiden aufgebaut ist, die normalerweise nicht in einer einzigen Aminosaurese- 
quenz zusammen fusioniert sind. Somit kann ein Fusionsprotein eine einzelne Aminosauresequenz be- 
inhalten, die zwei vollkommen verschiedene Aminosauresequenzen enthalt oder zwei ahnliche oder 
identische Polypeptidsequenzen, vorausgesetzt, dass diese Sequenzen normalerweise nicht zusammen 
in einer einzigen Aminosauresequenz aufgefunden werden. Fusionsproteine konnen allgemein unter 
Verwendung entweder von Nucleinsaure-Rekombinationsverfahren hergestellt werden, d.h. als das Er- 
gebnis von Transkription und Translation eines rekombinanten Genfusionsprodukts, wobei die Fusion ei- 
nen Abschnitt umfasst, der ein erfindungsgemasses Polypeptid codiert und einen Abschnitt, der ein he- 
terologes Protein codiert, oder durch auf dem Fachgebiet allgemein bekannte chemische Synthesever- 
fahren. Der (Die) nicht-hTRT-Bereich(e) des Fusionsproteins konnen an den Aminoterminus des hTRT- 
Polypeptids, den Carboxy-Terminus oder beide fusioniert werden. 

Der hier verwendete Ausdruck «Genprodukt» bezieht sich auf ein von einem Gen transkribiertes 
RNA-Molekut oder ein Protein, das von dem Gen codiert Oder von der RNA translatiert wird. 

Der hier verwendete Ausdruck «hTR» (menschliche Telomerase-RNA) bezieht sich auf den RNA-Be- 
standteil von menschlicher Telomerase und alter naturlich vorkommender Allele und Varianten oder re- 
kombinate Varianten. hTR wird ausfuhrlich in dem US-Patent Nr. 5 583 016 beschrieben, das durch Be- 
zugnahme in seiner Gesamtheit und fur alle Zwecke als Bestandteil dieser Beschreibung angesehen 
werden kann. 

Der hier verwendete Ausdruck «unsterblich» hat, wenn er sich auf eine Zelle bezieht, seine normale 
Bedeutung auf dem Telomerase betreffenden Fachgebiet und bezieht sich auf Zellen, die ein offensicht- 
lich unbegrenztes replikatives Potential besitzen. Der Ausdruck «unsterblich» kann sich auch auf Zellen 
mit erhohter Proliferationsfahigkeit im Vergleich zu ihren unmodifizierten Gegenstucken beziehen. Bei- 
spiele fur unsterbliche menschliche Zellen sind maligne Tumorzellen, Keimbahnzellen und bestimmte 
transformierte menschliche Zellinien, die in vitro kultiviert sind (z.B. Zellen, die nach Transformation 
durch virale Oncogene unsterblich wurden). Im Gegensatz dazu sind die meisten normalen menschli- 
chen somatischen Zellen sterblich, d.h. sie besitzen ein begrenztes replikatives Potential und werden 
nach einer ahnlichen Zahl von Zellteilungen senescent. 

Die hier verwendeten Ausdrucke «lmmunogen» und «immunogen» haben die auf diesem Fachgebiet 
ubliche Bedeutung, d.h. ein Immunogen ist ein Molekul, beispielsweise ein Protein oder ein anderes An- 
tigen, das eine adaptive Immunantwort nach Injektion in eine Person oder ein Tier auslost. 

Der hier verwendete Ausdruck «isoliert» bedeutet, wenn er sich auf ein Molekul oder eine Zusam- 
mensetzung bezieht, beispielsweise auf ein RNP (z.B. mindestens ein Protein und mindestens eine 
RNA), dass das Molekul oder die Zusammensetzung von mindestens einer weiteren Verbindung (z.B. 
ein Protein, andere RNAs oder andere Verunreinigungen mit denen es in vivo oder in seinem naturlich 
vorkommenden Status assoziiert ist, abgetrennt wurde. Somit wird ein RNP dann als «isoliert» angese- 
hen, wenn er beispielsweise von einer Zelimembran, beispielsweise aus einem Zellextrakt, isoliert wur- 
de. Eine isolierte Zusammensetzung kann jedoch auch im wesentlichen rein sein. 

Der hier verwendete Begriff «Modulator» bezieht sich auf jede synthetische oder naturliche Verbin- 
dung oder Zusammensetzung, die auf beliebige Weise sowohl die «volie» oder jede «Teilaktivitat» einer 
Telomerase-reversen Transkriptase (TRT) verandern kann. Ein Modulator kann ein Agonist oder ein 
Antagonist sein. Ein Modulator kann, allerdings ohne Beschrankung darauf, eine beliebige organische 
oder anorganische Verbindung sein. Dazu gehoren beispielsweise kleine Molekule, Peptide, Proteine, 
Zucker, Nucleinsaure, Fettsauren etc. Die hier verwendete Bezeichnung «Motiv» bezieht sich auf eine 
Sequenz von aufeinanderfolgenden Aminosauren (oder auf eine Nucleinsauresequenz, die eine Se- 
quenz von aufeinanderfolgenden Aminosauren codiert), die ein Merkmal oder eine Struktur in einem 
Protein definiert, die alien Proteinen einer definierten Klasse oder eines definierten Typs gemeinsam ist, 
oder innerhalb dieser Proteine konserviert ist. Das Motiv oder die «Konsensus»-Sequenz konnen so- 
wohl konservierte als auch nicht-konservierte Reste enthatten, die konservierten Reste in der. Motivse- 
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30 



quenz zeigen jedoch an, dass der konservierte Rest Oder die Klasse von Resten (d.h. hydrophob, polar, 
nicht-polar od r eine andere Klasse) typischerweise an der angegebenen Position in jedem Protein 
(Oder Gen Oder mRNA) der Klasse von Proteinen, die durch das Motiv definiert sind, vorhanden ist. Mo- 
tive konnen sich entsprechend der Proteinklasse unterscheiden. Somit bilden beispielsweise die reverse 

5 Transkriptase-Enzyme eine Klasse von Prot inen, die durch eines od r mehrere Motive definiert sein 
kann und zu dieser Klasse gehoren auch Telomerase-Enzyme. Die Telomerase-Enzyme konnen jedoch 
als die Klasse von Enzymen mit Motiven definiert werden, die fur diese Klasse charakteristisch sind. Es 
ist fur den Fachmann offensichtlich, dass die Identifizierung eines Restes als konservierter Rest in ei- 
nem Motiv nicht bedeutet, dass jedes Mitglied der durch das Motiv definierten Klasse diesen angegebe- 

10 nen Rest (oder Klasse von Resten) an der angegebenen Position aufweist und dass eines oder mehre- 
re Mitglieder der Klasse einen unterschiedlichen Rest an der konservierten Position besitzen kann (kon- 

ne $e hier verwendeten Ausdrucke «Nucleinsaure» und « Polynucleotid" werden gegenseitig austausch- 
bar verwendet. Bei der Verwendung des Ausdrucks «Polynucleotid» ist der Ausschluss von Oiigonucleo- 
15 tiden (d.h. kurzen Polynucleotiden) nicht beabsichtigt und dieser Ausdruck kann sich auch auf syntheti- 
sche und/oder nicht-naturlich vorkommende Nucleinsauren beziehen (d.h. Nucleinsaure-Analoge oder 
modifizierte Ruckgratreste oder Bindungen umfassen). . 

Die hier verwendeten Ausdrucke "Oligonucleotide* oder «Oiigomere» beziehen sich auf eine Nuclein- 
sauresequenz aus etwa 7 Nucleotiden oder msnr und bis zu etwa 700 Nucleotiden, die als eine Sonde 
20 oder «Amplimer» verwendet werden konnen. Oligonucleotide weisen vorzugsweise eine Lange von zwi- 
schen etwa 10 und etwa 50 Nucleotiden auf, mehr bevorzugt von etwa 14 bis etwa 35 Nucleotiden und 
am meisten bevorzugt von etwa 15 bis etwa 25 Nucleotiden und dieser Ausdruck kann sich auch auf 
synthetische und/oder nicht naturlich vorkommende Nucleinsauren beziehen (d.h. Nucleinsaure-Analoge 
oder modifizierte Ruckgratreste oder Bindungen umfassen). 

Der hier verwendete Ausdruck «funktionell verknupft* bezieht sich auf eine funktionelle Beziehung 
zwischen zwei oder mehr Nucleinsauresegmenten (z.B. DNA): Beispielsweise ist ein Promotor oder En- 
hancer mit einer codierenden Sequenz funktionell verknupft, wenn er die Transkription der Sequenz in 
einer geeigneten Wirtszelle oder einem anderen Expressionssystem stimuliert. Sequenzen, die funktio- 
nell verknupft sind, sind im allgemeinen aufeinanderlolgend und im Fall einer Signalsequenz sowohl 
aufeinanderfolgend und im Leserahmen. Enhancer mussen jedoch nicht in enger Nachbarschaft zu den 
codierenden Sequenzen, deren Transkription sie erhohen sollen t gelegen sein. 

Der hier verwendete Ausdruck «Polypeptid» und die Bezeichnung «Protein» werden gegenseitig aus- 
tauschbar verwendet und beziehen sich auf ein Polymer, das aus Aminosaureresten zusammengesetzt 
ist, wozu synthetische, naturlich vorkommende und nicht naturlich vorkommende Analoge davon zahlen. 
35 Peptide sind Beispiele fur Polypeptide. 

Der hier verwendete Ausdruck «Sonde»> bezieht sich auf ein Molekul, das ein anderes Molekul spezi- 
fisch bindet. Ein Beispiel einer Sonde ist eine «Nucleinsauresonde», die an eine im wesentlichen kom- 
plementare Nucleinsaure spezifisch bindet (d.h. sich anlagert oder hybridisiert). Ein weiteres Beispiel ei- 
ner Sonde ist eine « Antik6rper-Sonde» f die an ein entsprechendes Antigen oder Epitop spezifisch bm- 
40 det. 

Der hier verwendete Ausdruck «rekombinant» bezieht sich auf ein Polynucleotid, das in vitro syntheti- 
siert oder auf andere weise manipuliert wurde (z.B. ein «rekombinantes Polynucleotide), auf Verfahren, 
die sich auf die Verwendung rekombinanter Polynucleotide zur Herstellung von Genprodukten in Zellen 
oder anderen biologischen Systemen beziehen oder auf ein Polypeptid («rekombinantes Protein*), das 

45 von einem rekombinanten Polynucleotid codiert wird. 

Der hier verwendet Ausdruck «Selektionssystem» bezieht sich im Zusammenhang mit stabil transfor- 
mierten Zellinien auf ein Verfahren zur Identifizierung und/oder Selektion von Zellen, die eine gewunsch- 
te rekombinante Nucleinsaure enthalten. Eine grosse Vielzahl von Selektionssystemen zur Identifizie- 
rung von transformierten Zellen ist bekannt und diese sind zur Anwendung bei der vorhegenden Erfin- 

50 dung geeignet. Beispielsweise konnen durch Plasmide oder andere Vektoren transform! erte Zellen durch 
die Resistenz gegen Antibiotika selektiert werden, die durch auf den Plasmiden enthaltene Gene verlie- 
hen wird, beispielsweise die gut bekannten Gene amp, gpt, neo und hyg oder andere Gene, wie bei- 
spielesweise die Herpes simplex-Virus-Thymidinkinase-Gene (Wigler et a!. t Cell 11 (1977), 223-32 und 
das Adeninphosphoribosyltransferasegen (Lowy et al., Cell 22 (1980), 817), die in tlr- bzw. aprt-Zellen 

55 verwendet werden konnen. Auch die Resistenz gegen einen Antimetaboliten, em Antibiotikum Oder Her- 
bizid kann als Basis fur eine Selektion verwendet werden; beispielsweise dhfr, das Resistenz gegen 
Metotrexat verleiht und auch fur eine Genamplifikation von Nutzen ist (Wigler et aL Proc. Natl. Acad. 
Sci 77 (1980), 3567); npt, das Resistenz gegen die Aminoglykoside Neomycin und G-418 verleiht (Col- 
bere-Garapin et al., J. Mol. Biol. 150 (1981), 1) und als oder pat, die Resistenz gegen Chlorsulfuron 

60 bzw Phosphinotricin-Acetyltransferase verleihen (Murry, in McGraw Hill Yearbook of Science and Tech- 
nology McGraw Hill, New York NY, Seiten 191-196 (1992)). Es werden weitere selektierbare Gene be- 
schrieben beispielsweise trpB, in Gen das Hygromycin-Resistenz verleiht und Zellen erlaubt anstelle 
von Tryptophan Indol zu verwenden, oder hisD, das es Zellen erlaubt anstelle von Histidin Histinol zu 
vetwenden (Hartman und Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci., 85 (1988). 8047). Erst kurzlich hat d.eVer- 

65 wendung von sichtbaren Markern grosse Popularity rreicht, wobei solch Marker wie Anthocyanme, p- 
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Glucuronidase und dessen Substrat, GUS und Luciferase und dessen Substrat, Luciferin, nicht nur zur 
Identifizierung von Transformanten beide Verwendung finden sondern auch zur Quantifizierung der Men- 
ge von transienter oder stabiler Proteinexpression, die einem spezifischen Vektorsystem zugeschrieben 
werden kann (Rhodes et al. f Meth. Mol. Biol 55 (1995), 121). 

5 Der hier verwend te Ausdruck «Sequenz» ines Gens, einer Nucleinsaure, eines Proteins oder Pep- 
tids bezieht sich (falls nicht spezifisch anders angegeben) auf die Anordnung von Nucleotiden ntweder 
in einem Strang oder beiden Strangen eines doppelstrangigen DNA-Moleku!s, beispielsweise auf die 
Sequenz sowohl des codierenden Strangs als auch des dazu komplementaren Strangs, oder in einem 
einzelstrangigen Nucleinsauremolekul, oder auf die Anordnung von Aminosauren in einem Peptid oder 

10 Protein. 

Der hier verwendete Ausdruck «spezifisch bindend» bezieht sich auf die Fahigkeit eines Molekuis, ty- 
pischerweise eines Antikorpers oder Polynucleotids, mit einem anderen spezifischen Molekul selbst in 
Gegenwart von vielen anderen unterschiedlichen Molekulen in Kontakt zu kommen und zu assoziieren. 
Beispielsweise kann ein einzelstrangiges Polynucleotid spezifisch an ein einzelstrangiges Polynucleotid, 

15 das in seiner Sequenz komplementar ist, spezifisch binden, und ein Antikorper bindet spezifisch an sein 
korrespondierendes Antigen (oder «ist spezifisch immunreaktiv damit»). 

Der hier verwendete Ausdruck «stringente Hybridisierungsbedingungen»» oder «Stringenz» bezieht 
sich auf Bedingungen im Bereich von etwa 5°C bis etwa 20°C oder 25°C unter der Schmelztemperatur 
(T m ) der Zielsequenz und einer Sonde mit einer exakten oder fast exakten Komplementaritat zum Ziel. 

20 Der hier verwendete Ausdruck «Schmelztemperatur»> bezieht sich auf die Temperatur, bei der eine Po- 
pulation von doppelstrangigen Nucleinsauremolekulen halb in Einzelstrange dissoziiert. Verfahren zur 
Berechnung des Tm von Nucleinsauren sind auf dem Fachgebiet allgemein bekannt (siehe z.B. Berger I 
und Kimmel (1987) Methods in Enzymology, Bd. 152: Guide to Molecular Cloning Techniques, San Die- 
go: Academic Press, Inc. und Sambrook et al., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Aus- 

25 gabe, Bande 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory (nachstehend als «Sambrook» bezeichnet), wobei bei- 
de Dokumente aufgrund der Bezugnahme als Bestandteil dieser Beschreibung angesehen werden kdn- 
nen). Wie in Standardreferenzen angegeben, kann eine einfache Bestimmung des Tm-Wertes anhand 
der Gleichung: T m = 81,5 + 0,41 (% G + C) berechnet werden, wenn eine Nucleinsaure sich in wassri- 
ger Losung bei 1 M NaCI befindet (siehe z.B. Anderson und Young, Quantitative Filter Hybridization in: 

30 Nucleic Acid Hybridization (1985)). Andere Referenzen enthalten verfeinerte Berechnungen, wobei so- 
wohl strukturelien Merkmalen als auch Sequenzmerkmalen bei der Berechnung des Tm Rechnung ge- 
tragen wird. Die Schmelztemperatur eines Hybrids (und somit die Bedingungen fur eine stringente Hy- 
bridisierung) werden durch verschiedene Faktoren beeinflusst, beispielsweise die Lange und Art (DNA, 
RNA, Basenzusammensetzung) der Sonde und der Art des Ziels (DNA, RNA, Basenzusammensetzung, 

35 in Losung vorhanden oder immobilisiert etc.) und der Konzentration von Salzen und anderen Bestand- 
teilen (z.B. das Vorhandensein oder Fehlen von Formamid, Dextransulfat, Polyethylenglykol). Die Aus- 
wirkungen dieser Faktoren sind allgemein bekannt und werden in Standardreferenzen bezuglich dieses 
Fachgebiets diskutiert; siehe z.B. Sambrook, a.a.O., und Ausubel et al. f a.a.O. Typischerweise entspre- 
chen stringente Hybridisierungsbedingungen Salzkonzentrationen unter etwa 1,0 M Natriumionen, typi- 

40 scherweise etwa 0,01 bis 1,0 M Natriumionen bei einem pH-Wert von 7,0 bis 8,3 und Temperaturen 
von mindestens etwa 30°C fur kurze Sonden (z.B. 10 bis 50 Nucleotide) und mindestens etwa 60°C fur 
lange Sonden (z.B. uber 50 Nucleotide). Wie bereits angemerkt, konnen stringente Bedingungen auch 
durch die Zugabe von destabilisierenden Mitteln wie beispielsweise Formamid erreicht werden, wobei in 
diesem Fall niedrigere Temperaturen angewandt werden konnen. 

45 Der hier verwendete Ausdruck «wesenttiche Sequenzidentitat" im Zusammenhang mit Nucleinsauren 
bezieht sich auf das Ausmass von Sequenzahnlichkeit zwischen zwei Polynucleotides Wesentliche Se- 
quenzidentitat kann durch Hybridisierung unter stringenten Bedingungen, durch direkten Vergteich oder 
andere Massnahmen bestimmt werden. Beispielsweise konnen zwei Polynucleotide als wesentliche Se- 
quenzidentitat aufweisend identifiziert werden, wenn sie miteinander unter stringenten Hybridisierungs- 

50 bedingungen spezifisch hybridisieren konnen. Andere Grade an Sequenzidentitat (z.B. weniger als «we- 
sentlich>» konnen durch Hybridisierung unter unterschiedlichen Stringenz-Bedingungen charakterisiert 
werden. Alternativ kann wesentliche Sequenzidentitat als ein Prozentsatz an Identitat zwischen zwei Nu- 
cleotidsequenzen (oder Polypeptidsequenzen) beschrieben werden. Zwei Sequenzen werden dann als 
wesentlich identisch erachtet, wenn sie zu mindestens etwa 60% identisch sind, bevorzugt mindestens 

55 etwa 70%, mindestens etwa 80%, mindestens etwa 90% oder mindestens etwa 95 oder 98 bis 100%. 
Die prozentuale Sequenzidentitat (Nucleotid oder Aminosaure) wird typischerweise durch Bestimmung 
der optimalen Ausrichtung zwischen zwei Sequenzen oder durch Vergleichen der zwei Sequenzen be- 
rechnet. Beispielsweise kann ein fur eine «sense»-Suppression verwendetes exogenes Transkript als 
ein bestimmter Prozentsatz an Identitat oder Ahnlichkeit im Vergleich zu einer Referenzsequenz (z.B. 

60 der korrespondierenden endogenen Sequenz) aufweisen, beschrieben werden. Die optimale Ausrichtung 
von Sequenzen kann unter Verwendung des Algorithmus von Smith und Waterman, Adv. Appl. Math. 2 
(1981), 482, der sich auf die lokale Homologie bezieht («local homology algorithm") durchgefuhrt wer- 
den, durch den Algorithmus, der sich auf die Homologie-Ausrichtung bezieht, ("homology alignment al- 
gorithm») von Needleman und Wunsch, J. Mol. Biol. 48 (1970), 443, durch da's «search for similarity »- 

65 Verfahren von Pearson und Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988), 2444, durch Ausfuhrung die- 
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ser Algorithmen mittels Computer (GAP, BESTFIT, FASTA und TFASTA in dem Softwar -Paket von 
Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wl) Oder durch Betrachtung. 
Die beste Ausrichtung (die den hochsten Prozentsatz an Identitat ergibt), die durch die verschiedenen 
Verfahren erzeugt wurde, wird ausgewahlt. Typischerweise vergleichen diese Algorithmen zwei Sequen- 
5 zen uber ein «Vergleichsfenster» (normalerweise mit einer Lang von mindestens 18 Nucleotiden) um 
so lokale Bereiche an Sequenzahnlichkeit identifizieren und vergleichen zu konnen, wobei klein Addi- 
tionen oder Deletionen (d.h. Lucken) erlaubt sind. Additionen und Deletionen betragen typischerweise 
20% oder weniger der Lange der Sequenz relativ zu der Referenzsequenz, die keine Additionen oder 
Deletionen enthalt. Es ist gelegentlich wunschenswert, Sequenzidentitat zwischen zwei Sequenzen im 

10 Bezug auf eine bestimmte Lange oder einen bestimmten Bereich zu beschreiben (z.B. konnen zwei Se- 
quenzen als mindestens 95% Identitat uber eine Lange von mindestens 500 Basenpaaren aufweisend 
beschrieben werden). Normalerweise betragt die Lange mindestens etwa 50, 100, 200, 300, 400 oder 
500 Basenpaare, Aminosauren oder andere Reste. Der Prozentsatz an Sequenzidentitat wird durch Ver- 
gleich zweier optimal ausgerichteter Sequenzen uber den Vergleichsbereich berechnet, die Bestimmung 

15 der Anzahl an Positionen, an denen die identischen Nucleinsaurebase (z.B. A, T, C, G oder U) in bei- 
den Sequenzen vorkommt, um so die Anzahl an gepaarten Positionen zu ermitteln, und durch Bestim- 
mung der Anzahl (oder des Prozentsatzes) an gepaarten Positionen im Vergleich zu der Gesamtanzahl 
von Basen in der Referenzsequenz oder der Vergleichsregion. Ein zusatzlicher Algorithmus, der fur die 
Bestimmung von Sequenzahnlichkeit geeignet ist, ist der BLAST-Algorithmus, der beschrieben ist in Alt- 

20 schul, J. Mol. Biol. 215 (1990), 403-410 und Shpaer, Genomics 38 (1996), 179-191. Software zur 
Durchfuhrung von BLAST-Analysen ist offentlich erhaltlich bei National Center for Biotechnology Infor- 
mation (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Dieser Algorithmus beinhaltet zuerst die Identifizierung von Se- 
quenzpaaren mit denen viele Treffer erreicht werden («high scoring sequence pairs, HSPs)») durch die 
Identifizierung kurzer Worter mit der Lange W in der Abfragesequenz, die mit einem positiv bewerteten 

25 Punkt T ubereinstimmen oder diesen erfullen, wenn sie gegen ein Wort derselben Lange in einer Da- 
tenbanksequenz ausgerichtet werden. T bezieht sich auf die "neighborhood word score threshold" (Alt- 
schul et al. t a.a.O.). Diese anfanglichen Treffer des Nachbarschafts worts wirken als Ausgangspunkte fur 
die Initiierung von Suchvorgangen, die zur Auffindung von langeren, diese enthaltenden HSPs fuhren 
sollen. Die Worttreffer werden in beiden Richtungen entlang jeder Sequenz verlangert, soweit der Tref- 

30 fer bezuglich der kumulativen Ausrichtung erhdht werden kann. Die Veriangerung der Worttreffer in je- 
der Richtung kommt zum Stillstand. wenn: der Treffer bezuglich der kumulativen Ausrichtung verringert 
sich um die Menge X von dem maximal erreichbaren Wert; der kumulative Treffer geht gegen 0 oder 
darunter aufgrund der Akkumulation von einer oder mehreren Ausrichtungen von negative Treffer erzie- 
lenden Resten; oder das Ende jeder Sequenz ist erreicht. Die Parameter W, T und X des BLAST-AIgo- 

35 rithmus bestimmen die Empfindlichkeit und die Schneiligkeit der Ausrichtung. Das BLAST-Programm 
verwendet als Voreinstellung eine Wortlange (W) von 11, die «BLOSUM62 scoring matrix** (siehe Heni- 
koff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), 10915-10919), Ausrichtungen (B) von 50, Erwartung (E) von 
10, M = 5, N s -4, und eines Vergleichs beider Strange. Der Ausdruck BLAST bezieht sich auf den 
BLAST-Algorithmus, der eine statistische Analyse der Ahnlichkeit zwischen zwei Sequenzen durchfuhrt; 

40 siehe beispielsweise Karlin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993), 5873-5787. Eine durch den BLAST- 
Algorithmus gelieferte Ahnlichkeitsmessung ist die kleinste Wahrscheinlichkeit der Summe («smallest 
sum probability**) (P(N)), die die Wahrscheinlichkeit anzeigt, mit der eine Paarung zwischen zwei Nu- 
cleotiden oder Aminosauresequenzen zufallig vorkommen wurde. Beispielsweise kann eine Nucleinsaure 
als zu einer TRT-Nucleinsaure ahnlich erachtet werden, wenn die kleinste Wahrscheinlichkeit der Sum- 

45 me ("smallest sum probability**) beim Vergleich der Test-Nucleinsaure mit einer TRT-Nucleinsaure weni- 
ger als etwa 0,5, 0,2, 0,1, 0,01 oder 0,001 ist. Alternativ ist ein anderes Anzeichen dafur, dass zwei Nu- 
cleinsauresequenzen ahnlich sind, dass das Polynucieotid, das die erste Nucleinsaure codiert, mit dem 
von der zweiten Nucleinsaure codierten Polypeptid immunologisch kreuzreagiert. 

Die hier verwendeten Ausdrucke «wesentliche Identitat** ode/ «wesentliche Ahnlichkeit** im Zusam- 

50 menhang mit einem Polypeptid bezieht sich auf den Grad an Ahnlichkeit zwischen zwei Polypeptiden, 
bei denen ein Polypeptid eine Sequenz mit mindestens 70%, 80%, 85% oder bis zu 100% Sequenz- 
identitat umfasst, bezogen auf eine Referenzsequenz oder am meisten bevorzugt 90% Identitat uber ein 
Vergleichsfenster von etwa 10 bis 20 Aminosaureresten. Aminosauresequenzahnlichkeit oder Sequenz- 
identitat wird durch Optimierung der Paarung der Reste bestimmt, falls notig durch die Einfuhrung von 

55 Lucken, soweit dies erforderlich ist. Siehe Needleham et al., J. Mol. Biol 48 (1970), 443-453; Sankoff et 
at. (1983) Time Warps, String Edits, and Macromolecules: The Theory and Practice of Sequenze Com- 
parison, Kapitel Eins, Addison-Wesley, Reading, MA; und Software- Pakete von IntelliGenetics, Mountain 
View, CA und der University of Wisconsin Genetics Computer Group, Madison, Wl. Es ist fur den Fach- 
mann offensichtlich, dass die Bezeichnungen «wesentliche Identitat**, «wesentliche Ahnlichkeit** und 

60 «wesentliche Sequenzidentitat** bezuglich Polypeptiden oder Polynucleotiden gegenseitig austauschbar 
verwendet werden konnen. 

Der hier verwendete Ausdruck «wesentlich rein** oder «wesentlich gereinigt** bedeutet dann, wenn er 
sich auf eine Zusammensetzung bezieht, die ein angegebenes Reagens enthalt, beispielsweise ein n 
Antikdrper (z.B. einen anti-hTRT-Antikorper), dass das angegebene Reagens mindestens etwa 75%, 

65 mindestens etwa 90%, mindestens etwa 95%, mindestens etwa 99% oder mehr der Zusammensetzung 
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(ohne beispielsweise Puffer) darstellt. Somit ist beispielsweise eine bevorzugte erfindungsgemasse Im- 
munglobulin-Praparation, die spezifisch ein hTRT-Polypeptid bindet, im wesentlichen gereinigt. 

Wie hier verwendet, ist eine «Telomerase-negative» Zelle eine Zelle, in der Telomerase nicht expri- 
miert wird, d.h. es kann keine katalytisch Aktivitat von Telomerase unter Verwendung eines ublichen 

5 Assays Oder eines TRAP- Assays fur katalytische Aktivitat von Telomerase nachgewiesen werden. Wie 
hier verwendet, ist eine «Telomerase-positive» Zelie eine Zelle, in der Telomerase exprimiert wird (d.h. 
Telomerase-Aktivitat kann nachgewiesen werden). 

Wie hier verwendet, ist eine «mit Telomerase in Zusammenhang stehende» Krankheit Oder ein Zu- 
stand eine Krankheit oder ein Zustand in einem Versuchsobjekt, die (der) mit einem anormal hohen 

10 Spiegel an Telomerase-Aktivitat in Zellen des Versuchsobjekts korreliert, wobei dies jede Telomerase 
Aktivitat fur die meisten normalen somatischen Zellen umfassen kann, Oder die (der) mit einem niedri- 
gen Spiegel an Telomerase-Aktivitat korreliert, der zu einer Beeintrachtigung einer normalen Zellfunktion 
fuhrt. Zu den Beispielen fur mit Telomerase in Zusammenhang stehende Zustande gehdren beispiels- 
weise Krebs (hohe Telomerase-Aktivitat in maltgnen Zellen) und Unfruchtbarkeit (geringe Telomerase- 

15 Aktivitat in Keimbahnzellen). 

Der hier verwendete Ausdruck «Testverbindung» bezieht sich auf jede synthetische oder naturliche 
Verbindung oder Zusammensetzung. Zu diesem Ausdruck zahlen alle organischen und anorganischen 
Verbindungen einschliesslich beispielsweise kleine Molekule, Peptide, Proteine, Zucker, Nucleinsauren, 
Fettsauren etc. 

20 

XII. Beispiele 

Die folgenden Beispiele dienen der Veranschaulichung der vorliegenden Erfindung und sollen keine 
Einschrankung darstellen. 

25 In den folgenden Abschnitten werden die folgenden Abkurzungen verwendet: eq (Aquivalente); M 
(Molar); jiM (Mikromolar); N (Normal), Mol (Mole), mMol (Millimole) nMol (Mikromole); nMol (Nanomole); 
g (Gramm), mg (Milligramm); \xg (Mikrogramm), ng (Nanogramm); I oder L (Liter), ml (Milliliter), til (Mi- 
kroliter); cm (Zenttmeter); mm (Millimeter); \im (Mikrometer), nm (Nanometer); °C (Grad Celsius); RPN 
(Ribonucleoprotein); remN(2'-0-Methylribonucleotide); dNTP (Desoxyribonucleotid); dhfeO (destilliertes 

30 Wasser); DDT (Dithiothreitol); PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid); TE (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, 
pH-Wert etwa 7,2); KGIu (Kaliumglutamat); SSC (Salz- und Natriumcitratpuffer); SDS (Natriumdodecyl- 
sulfat); PAGE (Polyacrylamidgelelektrophorese); Novex (Novex, San Diego, CA); BioRad (Bio-Rad Labo- 
ratories, Hercules, CA), Pharmacia (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), Boehringer-Mannheim (Boeh- 
ringer-Mannheim Corp., Concord, CA); Amersham (Amersham, Inc., Chicago, IL); Stratagene (Stratege- 

35 ne Cloning Systems, La Jolla, CA); NEB (New England Biolabs, Beverly, MA); Pierce (Pierce Chemical 
Co., Rockford IL); Beckman (Beckman Instruments, Fullerton, CA), Lab Industries (Lab Industries, Inc., 
Berkeley, CA), Eppendorf (Eppendorf Scientific, Madison, Wl); und Molecular Dynamics (Molecular Dy- 
namics, Sunnyvale, CA). 

40 Beispiel 1 

Isolierung von Telomerase-Proteinen und -Clonen 

Das folgende Beispiel beschreibt ausfuhrlich die Isolierung von Telomerase-Proteinen und -Clonen 
45 von verschiedenen Organismen, einschliesslich der hTRT- und S. pombe-Telomerasec-DNA-Clone 

A. Hintergrund 

i) Einfuhrung 

50 

Der Abschnitt gibt einen Uberblick uber die Reinigung und Clonierung, die in nachfolgenden Abschnit- 
ten dieses Beispiels ausfuhrlicher beschrieben werden. Telomerase-RNA-Untereinheiten wurden zwar in 
Ciliaten, Hefe und Saugern identifiziert, vor der vorliegenden Erfindung wurden jedoch Protein-Unterein- 
heiten des Enzyms als solche nicht identifiziert. Die Reinigung von Telomerase von dem Protozoan Eu- 

55 plotes aediculatus ergab zwei Proteine, die mit p123 und p43 bezeichnet werden (siehe nachstehend; 
Lingner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93 (1996) 10712). Euplotes aediculatus ist ein hypotricher Ciliat mit 
einem Macronucleus, der etwa 8 x 10 7 Telomere und etwa 3 x 10 s Telomerasemolekule enthalt. Nach 
der Reinigung zeigte der aktive Telomerase-Komplex ein Molekulargewicht von etwa 230 kD, was einer 
RNA-Untereinheit von 66 kD und zwei Proteinen von etwa 123 kD und 43 kD entspricht (siehe vorste- 

60 hend Lingner (1996)). Experimente mit Photo-Quervernetzung zeigten an, dass das grossere p123-Pro- 
tein an der spezifischen Bindung des Telomer-DNA-Substrats beteiligt war (Lingner (1996), a.a.O.). 

Die p123- und p43-Proteine wurden sequenziert und die diese Proteine codierenden cDNA-Clone iso- 
liert. Es stellte sich h raus, dass diese Euplotes-Sequenzen mit den Telomerase-assoziierten Proteinen 
von Tetrahymena p80 und p95 nicht verwandt sind. Die Sequenzanalyse des Euplotes-p123 ergab die 

f 5 Anwesenheit von Motiven von reverser Transkriptase (RT). Weiterhin wurde durch die Sequenzanalyse 
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des Euplot s p123 ein homologes Hefeprotein gefunden, das als Est2-Protein bezeichnet wird {Lingner, 
Science 276 (1997), 561). Es konnte kurzlich gezeigt werden, dass das Hefe-Est2 fur die Aufrechterhal- 
tung von Telomeren in vivo essenti II ist (Lendvay, Genetics 144 (1996). 1399), es wurde jedoch nicht 
als ein katalytisches Telomeras -Protein identifiziert. Ortsgerichtete Mutag nese zeigte, dass die RT- 
5 Motive von Hef -Est2 fur die Synthese von Telomer-DNA in vivo und in vitro essentiell sind (Lingner 
(1997) a.a.O.). 

ii) Identifizieruna und CharakterisierunQ von S . pombe-Telomerase 

10 Die PCR-Amplifikation von S. pombe-DNA wurde mit degenerierten Sequenzprimern, die nach den 
Euplotes-p123-RT-Motiven, wie nachstehend beschrieben, entworfen wurden, durchgefuhrt. Eines der 
erzeugten vier Haupt-PCR-Produkte war eine Bande von 120 Basenpaaren, die eine zu p123 und Est2 
homologe Peptidsequenz codierte. Dieses PCR-Produkt wurde als Sonde bei Koloniehybridisierung ver- 
wendet und damit konnten zwei uberlappende Clone aus einer genomischen Bank von S. pombe und 

15 drei von einer cDNA-Bank von S. pombe identifiziert werden. Die Sequenzanalyse ergab, dass keiner 
der drei S. pombe-cDNACIone eine vollstandige Lange auswies, deshalb wurde zum Erhalt von Se- 
quenzen, die den N-Terminus des Proteins codieren, reverse Transkriptase (RT)-PCR'verwendet. 

Die vollstandige Sequenzierung dieser Clone zeigte ein vermutliches S. pombe-Telomerase-RT-Gen, 
trt1. Die vollstandige Nucleotidsequenz von trt1 wurde bei GenBank mit der Zugangsnummer AF015783 

20 hinterlegt. Die Analyse der Sequenz ergab, dass trt1 ein basisches Protein mit einem geschatzten Mole- 
kulargewicht von 116 kD codiert. Es zeigte sich, dass die Homologie zu p123 und Est2 in den sieben 
reverse Transkriptase-Motiven aussergewohnlich hoch war. Diese Motive sind unterstrichen und als Mo- 
tive 1, 2, A, B, C t D und E bezeichnet (siehe Fig. 1). Es wurde ein zusatzliches Telomerase-spezifi- 
sches Motiv gefunden, das als das T-Motiv bezeichnet wurde. 15 Introns im Grossenbereich von 36 bis 

25 71 Basenpaaren unterbrachen die codierende Sequenz. 

Um S. pombe-trt1 als eine katalytische Untereinheit zu testen, wurden zwei Deletionskonstrukte er- 
zeugt. Bei einem wurden nur die Motive B bis D in den RT-Domanen entfernt. Bei dem zweiten wurden 
99% des offenen Leserahmens entfernt. 

Haploide Zeilen, die aus S. pombe-Sporen von beiden Mutanten gewachsen waren, zeigten fort- 

30 schreitende Telomer-Kurzung bis zu dem Punkt, an dem eine Hybridisierung an Telomer-Wiederho- 
lungseinheiten praktisch nicht mehr nachweisbar war. Ein trt1 + /trt1 --Diploid wurde sporulieren gelassen 
und die erhaltenen Tetraden wurden gegliedert und auf einem Hefeextrakt-Medium, das mit Aminosaure 
supplementiert war, auskeimen gelassen (eine YES-Platte, Alfa, (1993) Experiments with Fission Yeast, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Die von jeder Spore erhaltenen Koloni- 

35 en wurden 3 Tage bei 32°C gezuchtet und alle drei Tage auf frischen YES-Platten ausgestrichen. Eine 
Kolonie aus jeder Runde wurde bei 32°C in 6 ml einer YES-Flussigkultur gegeben und bis zur stationa- 
ren Phase gezuchtet. Es wurde genomische DNA prapariert. Nach der Spaltung mit Apal wurde die 
DNA auf einem 2,3%igem Agarosegel elektrophoretisiert, zur Bestatigung, dass in jeder Spur etwa glei- 
che Mengen gegeben wurden, mit Ethidiumbromid angefarbt, danach auf eine Nylon-Membran transfe- 

40 riert und mit einer Telomer-DNA-Sonde hybridisiert. 

Seneszenz wurde angezeigt durch den verzogerten Beginn der Unfahigkeit auf Agar wachsen zu 
konnen (typischerweise beim vierten Ausstreichen nach der Keimung), durch Kolonien mit Randern, die 
in zunehmendem Masse ausgefranst waren (die Koloniemorphologie ist in Fig. 22B gezeigt) und durch 
eine hohe Anzahl von Fraktionen verlangerter Zeilen, die immer mehr zunahmen (wie in Fig. 22C ge- 

45 zeigt). Zeilen wurden auf Minimalmedium (Alfa, (1993), a.a.O.), wobei Glutaminsaure gegen Ammonium- 
chlorid ausgetauscht war, 2 Tage bei 32°C vor dem Photographieren ausplattiert. 

Bei der Trennung einzelner vergrosserter Zeilen unter dem Dissektions-Mikroskop zeigte sich, dass 
die Mehrheit der Zeilen keiner weiteren Teilung unterlag. Die gleiche Telomerase-negative (M1-) Zellpo- 
pulation enthielt immer Zeilen mit normaler Grosse, die fortfuhren sich zu teilen, jedoch haufig sich nicht 

50 teilende Nachkommen hervorbrachten. Die Telomerase-negativen uberlebenden Zeilen konnten einen 
Rekombinationsmodus der Telomer-Bewahrung verwenden, wie dies fur knospende Hefestamme doku- 
mentiert wurde, mit denen verschiedene Gene fur die Telomer-Replikation deletiert sind (Lendvay 
(1996) a.a.O. und Lundblad Cell 73 (1993), 347. 

55 iii) Die Identifizierung und Charakterisierung von menschlic her Telomerase 

Ein von menschlicher Telomerase-reverse Transkriptase (hTRT)-cDNA stammendes EST (exprimerte 
Sequenz-«tag») wurde durch eine BLAST-Suche der dbEST (exprimierte Sequenz-«tag») Gen-Bank- 
Datenbank identifiziert und als Genbank AA28196 bezeichnet, wobei die Euplotes-123 kD Peptid und 

60 die entsprechenden Nucleinsauresequenzen sowie das Schizosaccharomyces-Protein und korrespon- 
dierende cDNA (tezl)-Sequenzen verwendet wurden. Das AA281296 EST weist eine Lange von 389 
Nucleotiden auf und die Positionen seiner Reste in dem hTRTcDNA-Clon (Fig. 16) liegen zwischen 
den Resten 1679 bis 2076. Ein die EST-Sequenz enthaltender Clon, der die Bezeichnung Clon 
#712562 (Fig. 18) tragt, wurde vor-. dem I.M.A.G.E.-Consortium (Human Genome Center, DOE, La- 

65 wrence Livermore National Laboratory, Livermore, CA) erhalten. Dieser Clon wurde aus einer cDNA- 
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Bank von aufkeimenden B-Zellen erhalten, die aus einer Fliesssorti rung («flow sorting**) von Mandel- 
zellen stammten. Die vollstandige Sequenzierung dieses hTRT-cDNA-Clons ergab die Anwesenheit al- 
ler acht Telomerase-RT(TRT)-Motive, wie dies in Fig. 1 gezeigt ist. Dieser hTRT-Clon codierte keinen 
aneinandergrenzenden Bereich von TRT, da die RT-Motive B', C, D und E im Vergleich zu den mehr 

5 N-terminal gelegenen RT-Motiven in einem anderen offenen Leserahmen enthatten waren. Zusatzlich 
war die Entfernung zwischen den RT-Motiven A und B wesentlich geringer als die der drei bereits be- 
kannten (nicht-menschiichen) TRTs. 

Um einen cDNA-Clon mit vollstandiger Lange isolieren zu konnen, wurde eine cDNA-Bank, die von 
der menschlichen Zellinie 293 (die vorstehend beschrieben wurde) stammt, die hohe Spiegel an Telo- 

10 merase-Aktivitat exprimiert, gescreent. Eine lambda-cDNA-Bank von der Zellinie 293 wurde in 25 Pools 
aufgeteilt, die jeweils etwa 200 000 Plaques enthielten. Jeder Pool wurde mittels PCR mit den Primer- 
paren 5'-CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA-3' und 5'-GGATGAAGCGGAGTCTGGA-3' gescreent. Sechs 
Sub-Pools eines positiven primaren Pools wurden mittels PCR unter Verwendung desselben Primer- 
paars weiter gescreent. Sowohl bei dem Screenen des primaren Pools und des sekundaren Sub-Pools 

15 wurde hTRT mit insgesamt 31 Cyclen amplifiziert, 45 Sekunden bei 94°C, 45 Sekunden bei 60°C und 
90 Sekunden bei 72°C. Als Kontrolle wurde RNA des «house-keeping»-Enzyms GAPDH mittels der Pri- 
merpaare 5'-CTCAGACACCATGGGGAAGGTGA-3' und 5'-ATGATCTTGAGGCTGTTGTCATA-3' mit ins- 
gesamt 16 Cyclen amplifiziert, jeweils 45 Sekunden bei 94°C, 45 Sekunden bei 55°C und 90 Sekunden 
bei 72°C. 

20 Ein hTRT-positiver Sub-Pool aus dem sekundaren Screenen wurde dann mittels Plaque-Hybridisie- 
rung mit einer Sonde von dem 5'-Bereich von Clon #712562 gescreent. Ein Phage konnte als positiv 
identifiziert werden (mit der Bezeichnung Lambda-Phage 25-1.1, ATCC 209024, hinterlegt am 12. Mai ? 
1997). Er enthielt eine Insertion von etwa 4 Kilobasen, diese wurde ausgeschnitten und in die EcoRI- 
Stelle des «Bluescript II SK+»-Vektors (Stratagene, San Diego, CA) als ein EcoRI-Fragment subcloniert. 

25 Dieses den cDNA-Clon enthaltende Plasmid erhielt die Bezeichnung pGRN121. Die cDNA-lnsertion 
weist insgesamt eine Lange von etwa 4 Kilobasenpaaren auf. Die vollstandige Nucleotidsequenz der 
menschlichen hTRT-cDNA (pGRN121) wurde bei Genbank hinterlegt (Zugangsnummer AF015950) und 
bei der ATCC mit der Zugangsnummer ATCC 209016 am 6. Mai 1997. 

30 B. Zuchtung von Euplotes aediculatus 

Die in diesem Beispiel verwendeten Kulturen von E. aediculatus wurden von Dr. David Prescott, 
MCDB, University of Colorado, erhalten. Dr. Prescott isolierte diese Kultur ursprunglich aus Wasser ei- 
nes Teichs, dieser Organismus ist aber auch von der ATCC erhaltlich (ATCC #30859). Kulturen wurden 
35 wie von Swanton et al., (Swanton et al., Chromosoma 77 (1980), 203) in 15-Liter-Glasbehaltern gezuch- 
tet, die Chlorogonium als eine Nahrungsquelle enthielten. Die Organismen wurden nach Erreichen einer 
Dichte von etwa 10 4 Zellen/ml von den Kulturen geemtet. 

C. Preparation von nuclearen Extrakten 

40 

In diesem Beispiel wurden nucleare Extrakte von E. aediculatus mittels des Verfahrens von Lingner 
et al., (Lingner et al., Genes Develop. 8 (1994) 1984) mit den nachstehend beschriebenen geringen Mo- 
difikationen prapariert. Zusammengefasst wurden Zellen, die wie in Teil B beschrieben gezuchtet wur- 
den, mit 15 ^m Nytex-Filtern konzentriert und auf Eis gekuhlt Das Zelipellet wurde zu einem Endvolu- v 

45 men von 110 ml TMS/PMSF/Spermidinphosphat-Puffer resuspendiert. Der TMS/PMSF/Spermidinphos- t 
phat-Vorratspuffer wurde durch Zugabe von 0,075 g Spermidinphosphat (USB) und 0,75 ml PMSF (aus 
einer in Ethanol hergestellten 100 mM Vorratsldsung) zu 150 ml TMS hergestellt. TMS enthielt 10 mM 
Tris-Acetat, 10 mM MgCb, 85,5752 g Saccharose/Liter und 0,33297 g CaCfe/Liter, pH-Wert 7,5. 

Nach Resuspendierung in TMS/PMSF/Spermidinphosphat-Puffer wurden 8,8 ml 10% NP-40 und 

50 94,1 g Saccharose zugegeben. Das Gemisch wurde in einen silikonisierten Glasbecher mit einem Ruhr- 
stab aus rostfreiem Stahl, der an einem daruber befindlichen Motor angebracht war, gegeben. Das Ge- 
misch wurde geruhrt, bis die Zellen vollstandig lysiert waren (etwa 20 Minuten). Das Gemisch wurde 
dann 10 Minuten bei 7500 UpM (8950 x g) bei 4*C mittels eines Beckman JS-13-Ausschwingrotors zen- 
trifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet aus Nuclei in TMS/PMSF/Spermidinphosphat- 

55 Puffer resuspendiert, danach erneut 5 Minuten bei 7500 UpM (8950 x g) bei 4°C mittels eines Beckman 
JI-D-13-Ausschwingrotors zentrifugiert. 

Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet aus Nuclei in einem Puffer resuspendiert, der 50 mM 
Tris-Acetat, 10 mM MgCI 2 , 10% Glycerin, 0,1% NP-40, 0,4 M KGIu, 0,5 mM PMSF, pH-Wert 7,5 ent- 
hielt, wobei ein Puffervolumen von 0,5 ml pro 10 g geernteter Zellen verwendet wurde. Die resuspen- 

60 dierten Nuclei wurden danach in einem «dounced»-Glashomogenisator mit etwa 50 Auf- und Abbewe- 
gungen homogenisiert und danach 25 Minuten mit 14 000 UpM bei 4°C in einer Eppendorf-Zentrifuge 
zentrifugiert. Der den nuclearen Extrakt enthaltene Uberstand wurde gesammelt, in flussigem Stickstoff 
eingefroren und bis zu seiner Verwendung bei^-60°C aufbewahrt. 

65 
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D. Reinigung von Telomerase 

In di sem Beispiel wurden wie in Teil C b schrieben, praparierte nucleare Extrakte zur Reinigung von 

E. aediculatus-Telomerase verwendet. Bei diesem Reinigungsprotokoll wurde Telomerase zuerst durch 
5 Chromatographie auf einer Affi-Gel-Heparinsaule angereichert und danach ausgiebig durch Affinitatsrei- 

nigung mit einem «antisense»-Oligonucleotid gereinigt. Da der Matrizenbereich von Telomerase-RNA in 
dem Telomerase RNP-Partikel einer Hybridisierung zuganglich ist, wurde ein «antisense»-Oligonucleotid 
(d.h. das «Affinitatsoligonucleotid») als ein «Affinitatskdder» fur die Telomerase synthetisiert, wobei die- 
ses Oligonucleotid zu diesem Matrizenbereich komplementar war. Ein Biotinrest wurde an das 5'-Ende 

10 des Oligonucleotids angefugt, damit dieses an einer Avidinsaule immoblisiert werden konnte. 

Nach der Bindung der Telomerase an das Oligonucleotid und grundlichem Waschen wurde die Telo- 
merase mittels eines Verdrangungsoligonucleotids eluiert. Das Affinitatsoligonucleotid enthielt DNA-Ba- 
sen, die zu der 5' zu der Telomerase-spezifischen Sequenz gelegenen Telomerase-RNA nicht komple- 
mentar war. Da das Verdrangungs-Oligonucleotid zu dem Affinitats-Oligonucleotid uber seine gesamte 

15 Lange komplementar war, konnte es eine thermodynamisch stabilere Duplex bilden als die Telomerase, 
die an das Affinitats-Oligonucleotid gebunden war. Somit fuhrte die Zugabe des Verdrangungs-Oligonu- 
cleotids zu der Elution der Telomerase von der Saule. 

In diesem Beispiel wurden aus 45 Liter-Kulturen praparierte nucleare Extrakt gefroren, bis eine Ge- 
samtmenge von 34 ml an nuclearem Extrakt gewonnen werden konnte. Dies entsprach 630 Liter Kultur 

20 (etwa 4 x 10 9 Zellen). Der nucleare Extrakt wurde mit einem Puffer auf 410 ml verdunnt, wobei Endkon- 
zentrationen von 20 mM Tris-Acetat, 1 mM MgCI 2 , 0,1 mM EDTA, 33 mM KGIu, 10% (Vol.A/ol.) Glyce- 
rin, 1 mM Dithiothreitol (DTT) und 0,5 mM Phenytmethylsuifonylfluorid (PMSF) bei einem pH-Wert von 
7,5 erhalten wurden. 

Der verdunnte nucleare Extrakt wurde auf eine Affi-Gel-Heparin-Gelsaule (Bio-Rad) mit einem Endvo- 
25 lumen von 230 ml und einem Durchmesser von 5 cm gegeben, mit dem gleichen Puffer aquilibriert und 
mit einem 2 Liter-Gradienten von 33 bis 450 mM KGIu eluiert. Die Saule wurde mit einer Fliessge- 
schwindigkeit von einem Saulenvolumen/Stunde bei 4°C betrieben. Fraktionen von jeweils 50 ml wurden 
gesammelt und nach einer Telomerase-Aktivitat wie in Teil D beschrieben, untersucht. 
Telomerase eluierte von der Saule bei etwa 170 mM KGIu. Telomerase enthaltende Fraktionen (et- 
30 wa 440 ml) wurden vereinigt und eingestellt auf 20 mM Tris-Acetat, 10 mM M9Cfe, 1 mM EDTA, 
300 mM KGIu, 10% Glycerin, 1 mM DTT und 1% Nonidet P-40. Dieser Puffer wurde mit «WB» be- 
zeichnet. 

Zu dieser Preparation wurden jeweils 1,5 mMol der zwei kompetitorischen DNA-Oligonucleotide 
(5'-TAGACCTGTTAGTGTACATTTGAATTGAAGC-3') und 
35 (5'-TAGACCTGTTAGGTTGGATTTGTGGCATCA-3') ( 50 ng Hefe-RNA (Sigma) und 0,3 nMol Biotin-mar- 
kiertes Telomerase-s pezifi sches Oligonucleotid 

(5'-Biotin-TAGACCTGTTTA-(rmeG) 2 -(rmeU)4-(rmeG)4-rmeG-3')) pro ml des Pools gegeben. Die 2-O-Me- 
thylribonucleotide der Telomerase-spezifischen Oligonucleotide waren zu dem Matrizenbereich der Telo- 
merase-RNA komplementar; die Desoxyribonucleotide waren nicht komplementar. Der Einschluss von 
40 kompetitorischen, nicht-spezifischen DNA-Oligonucleotiden erhohte die Wirksamkeit der Reinigung, da 
die Auswirkungen von Nucleinsaure-bindenden Proteinen und anderen Bestandteilen in dem Gemisch, 
die entweder an das Affinitatsnucleotid binden Oder die Telomerase aus dem Gemisch entfernen wur- 
den, minimiert wurden. 

Dieses Material wurde dann zu einem «Ultralink»-immobiiisierten «Neutravidin plus» (Pierce)-Saulen- 

45 material bei einem Volumen von 60 »\ Suspension pro ml Pool gegeben. Das Saulenmaterial wurde 
zweimal jeweils 15 Minuten vorblockiert, wobei eine Preparation von WB verwendet wurde, die 0,01% 
Nonidet P-40, 0,5 mg BSA, 0,5 mg/mi Lysozym, 0,05 mg/ml Glycogen und 0,1 mg/ml Hefe-RNA ent- 
hielt. Die Blockierung wurde mittels einer sich drehenden Scheibe durchgefuhrt, urn so das Saulenmate- 
rial grundlich zu blockieren. Nach dem ersten und vor dem zweiten Blockierungsschritt wurde das Sau- 

50 lenmaterial 2 Minuten bei 200 x g zur Pelletierung der Matrix zentrifugiert. 

Das Gemisch aus Pool und Saule wurde auf einer rotierenden Scheibe (etwa 10 UpM; Labindustries) 
8 Minuten bei 30°C und im Anschluss daran nochmals 2 Stunden bei 4'C inkubiert, urn so die Bindung 
zu erlauben. Das Gemisch aus Pool und Saule wurde dann 2 Minuten bei 200 x g zentrifugiert und der 
ungebundenes Material enthaltende Uberstand wurde entfernt. Das Gemisch aus Pool und Saule wurde 

55 danach gewaschen. Dieser Waschprozess umfasste folgende Schritte: Spulen des Gemischs aus Pool 
und Saule bei 4°C mit WB, 15 Minuten Waschen des Gemisches bei 4 3 C mit WB, Spulen mit WB, 5 
Minuten Waschen bei 30°C mit 0,6 M KGIu und kein Nonidet P-40 enthaltendem WB, 5 Minuten Wa- 
schen bei 25°C mit WB und zuletzt wiederum Spulen mit WB. Das nach dem letzten Waschschritt ver- 
bleibende Volumen wurde gering gehalten, urn so ein Verhaltnis von Puffer zu Saulenmaterial von etwa 

60 1:1 zu erreichen. 

Telomerase wurde von dem Saulenmaterial durch Zugabe von 1 nMol Verdrangungs-Oligonucleotid 
(5'-CA 4 C4A4C2TA2CAG2TCTA-3'), pro ml Saulenmaterial und 30 Minuten Inkubation bei 25°C inkubiert. 
Das Material wurde 2 Minuten bei 14 000 UpM in einer Mikrozentrifuge (Eppendorf) z ntrifugiert und 
das Eluat gesammelt. Die Elutionsprozedur wurde noch zweimal wiederholt, wobei jeweils frisches Ver- 
65 drangungs-Oligonucleotid verwendet wurde. Wie bereits vorstehend angemerkt, formte das Verdran- 
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gungsoligonucleotid mit dem Affinitatsoligonucleotid einen thermodynamisch stabileren Komplex im Ver- 
gleich zu Telomerase, da es zu dem Affinitats-Oligonucleotid komplementar war. Somit wurde durch die 
Zugabe des V rdrangungs-Oligonucleotids zu einer Affinitats-gebundenen Telomerase eine wirksame 
Elution von Telomerase unter nativen Bedingungen erzielt. In diesem Stadium schien die Polymerase 

5 etwa 50% rein zu sein, dies wurde anhand einer Analyse auf einem Proteingel bestimmt. Die Affinitats- 
Reinigung von Telomerase und Elution mit einem Verdrangungs-Oligonucleotid ist in Fig. 26 (Spur A 
bzw. B) gezeigt. In dieser Fig. werden die 2'-0-Methylzucker des Affinitats-Oligonucleotids durch die 
dikke Linie angezeigt. Die schwarzen und schattierten ovalen Formen sollen in dieser Figur graphisch 
die erfindungsgemassen Protein-Untereinheiten darstellen. 

10 Die Proteinkonzentrationen des Extrakts und des nach Affi-Gel-Heparin-Saulenchromatographie erhal- 
tenen Materials wurde mittels des Verfahrens von Bradford bestimmt (Bradford, Anal. Biochem. 72 
(1976), 248), wobei fur die Standards BSA verwendet wurde. Lediglich eine Fraktion der Telomerase- 
Praparation wurde auf einem Glyceringradienten weiter gereinigt. 

Der Sedimentationskoeffizient von Telomerase wurde durch Glycerin-Gradientenzentrifugation, wie in 

15 Teil I beschrieben, bestimmt. 

Tabelle 5 s*ellt eine Telomerase bezuglich einer Reinigung fur Telomerase dar, die gemass den Ver- 
fahren dieses Beispiels gereinigt wurde. Die Telomerase war im Vergleich zu den Gesamtzellextrakten 
in nuclearen L'xtrakten 12fach angereichert, wobei eine Ausbeute von 80% erzielt wurde; 85% der Telo- 
merase wurden nach Extraktion aus Nuclei solubilisiert. 

20 

Tabelle 5 

Reinigung von Telomerase 



25 



Fraktion 


Protein 
(mg) 


Telomerase 
(pMol RNP) 


Telomerase/ 
Protein/pMol 
RNP/mg 


Ausbeute 
(%) 


Reinigungs- 
faktor 


nuclearer Extrakt 


2020 


1720 


0,9 


100 


1 


Heparin 


125 


1040 


8,3 


60 


10 


Affinitat 


0,3** 


680 


2270 


40 


2670 


Glyceringradient 


NA* 


NA* 


NA* 


25 


NA* 



* NA = Nicht verfugbar 

*" Dieser Wert wurde aus der gemessenen Menge an Telomerase (680 pMol) berechnet, 
35 bei einer angenommenen Reinheit von 50% (basierend auf einem Proteingel). 



E. Telomerase-Aktivitat 

Bei jedem Schritt bei der Reinigung von Telomerase wurde die Preparation mittels drei getrennter As- 
40 says analysiert, einer dieser Assays beruhte auf der Bestimmung der Aktivitat, wie in diesem Beispiel 
beschrieben. Im allgemeinen wurden Telomerase-Assays in einem Volumen von 40 pi ausgefuhrt, das 
0,003 bis 0,3 pi nuclearen Extrakt, 50 mM Tris-CI (pH-Wert 7,5), 50 mM KGIu, 10 mM MgCfe, 1 mM 
DTT, 125 pM dTTP, 125 pM dGTP und etwa 0,2 pMol 5'- 32 P-markiertes Oligonucleotidsubstrat (d.h. 
etwa 400 000 cpm) enthielt. Oligonucleotidprimer wurden vor der Zugabe zum Reaktionsgemisch hitze- 
45 denaturiert. Die Reaktionen wurden auf Eis zusammengestellt und 30 Minuten bei 25°C inkubiert. Die 
Reaktionen wurden durch Zugabe von 200 pi 10 mM Tris-CI (pH-Wert 7,5), 15 mM EDTA, 0,6% SDS 
und 0,05 mg/ml Proteinase K gestoppt und mindestens 30 Minuten bei 45°C inkubiert. Nach Ethanolpra- 
zipitation wurden die Produkte auf denaturierenden 8%ige PAGE-Gelen analysiert, wie dies auf dem 
Fachgebiet bekannt ist (siehe z.B. Sambrook et a!., 1989). 

50 

F. Quantifizierung von Telomerase-Aktivitat 

In diesem Beispiel wird die Quantifizierung von Telomerase-Aktivitat wahrend der Reinigungsprozedur 
beschrieben. Die Quantifizierung wurde durch Untersuchung der Verlangerung von Oligonucleotidpri- 
55 mern in Gegenwart von dGTP und [a- 32 P]dTTP erreicht. 

Kurz zusammengefasst: 1 pM 5'-(G4T4)2-3'-Oligonucleotid wurde in einem 20 pl-Reaktionsgemisch in 
Gegenwart von 2 pi [a-32p]dTTP (10 mCi/ml, 400 Ci/mMol; 1 Ci = 37 GBq) und 125 pM dGTP wie in 
Lingner et al. ( (Genes Develop. 8 (1994), 1984) beschrieben verlangert und auf ein 80%ige PAGE-Se- 
quenzierungsgel, so wie dies auf dem Fachgebiet bekannt ist, aufgetragen (siehe z.B. Sambrook et al., 
60 1989). 

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Fig. 28 gezeigt. In Spur 1 ist keine Telomerase vorhan- 
den (d.h. negative Kontrolle), die Spuren 2, 5, 8 und 11 enthielten 0,14 fMol Telomerase; die Spuren 3, 
6, 9 und 12 enthielten 0,42 fMol Telomerase und die Spuren 4, 7, 10 und 13 enthielten 1,3 fMol Telo- 
meras . Die Aktivitat wurde mittels eines «Phosphorlmager» (Molecular Dynamics) gemass den Anwei- 
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sungen des Herstellers quantifiziert. Die Messung ergab, dass unter diesen Bedingungen 1 fMol affini- 
iatsgereinigte Telomerase 21 fMol dTTP in 30 Minuten einbaute. 

Wie in dieser Figur gezeigt, Snderte sich die spezifische Aktivitat der Telomerase nicht wesentlich 
wahrend der Reinigungsprozedur. Affinitatsgereinigte Telomerase war vollstandig aktiv. Bei hohen Kon- 
5 zentrationen konnte jedoch eine inhibitorische Aktivitat nachgewiesen werden und die Aktivitat der Roh- 
extrakte war nicht linear. Daher wurde in d m in Fig. 28 gezeigten Assay der hohe Extrakt 700- 
7000fach verdunnt. Durch die Reinigung wurde die inhibitorische Aktivitat entfernt und es wurde selbst 
bei hohen Enzymkonzentrationen keine inhibitorische Wirkung in den Praparationen von gereinigter Te- 
lomerase nachgewiesen. 

10 

G. Gelelektrophorese und Northern-Blots 

Wie in Teil E angegeben, wurde bei jedem Reinigungsschritt fur Telomerase die Preparation mittels 
dreier getrennter Assays analysiert. In diesem Beispiel werden Gelelektrophorese-Prozeduren und Blot- 
15 ting-Prozeduren beschrieben, die zur Quantifizierung von in Fraktionen enthaltener Telomerase-RNA 
und zur Analyse der Integritat des Telomerase-Ribonucleoprotein-Partikels verwendet wurden. 

i) Denaturierende Gele und Northern-Blots - 

20 In diesem Beispiel diente eine synthetische T7-transkribierte Telomerase-RNA mit bekannter Konzen- 
tration als Standard. Wahrend dieser Untersuchung wurde der RNA-Bestandteil als ein Mass fur Telo- 
merase verwendet. 

Es wurde mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ein Konstrukt fur die Transkription von E. 
aediculatus-Telomerase-RNA durch die T7-Phagen-RNA-Polymerase hergestellt. Das Telomerase-RNA- 
25 Gen wurde mit Primern amplifiziert, die sich an die beiden Enden des Gens anlagerten. Die Primer, die 
sich an das 5'-Ende anlagerten, codierten auch eine «hammerhead»-Ribozymsequenz, urn so das na- 
turliche 5'-Ende nach Spaltung der transkribierten RNA zu erzeugen, eine T7-Promotorsequenz und 
eine EcoRI-Stelle fur die Subclonierung. 
Die Sequenz dieses 5'-Primers war 5'- 
30 GCGGGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGAAACTCTGATGAGGCCGA 

AAGGCCGAAACTCCACGAAAGTGGAGTAAGTTTCTCGATAATTGATCTGTA 

G-3'. Der 3'-Primer enthielt eine Earl-Stelie fur die Termination der Transkription an dem naturlichen 3'- 
Ende und eine BamHl-Stelle fur die Clonierung. Die Sequenz dieses 3'-Primers war 5'-CGGGGATCC- 
TCTTCAAAAGATGAGAGGACAGCAAAC-3'. Das PCR-Amplifikationsprodukt wurde mit EcoRI und 
BamHI gespalten und in die entsprechenden Stellen von pUC19 (NEB) subcloniert, wobei «pEaT7» er- 
halten wurde. Durch DNA-Sequenzierung wurde die korrekte Insertion bestatigt. T7-Transkription wurde 
wie von Zaug et al., Biochemistry 33 (1994) 14935 beschrieben mit einem Earl-linearisierten Plasmid 

40 durchgefuhrt. Die RNA wurde gelgereinigt und die Konzentration bestimmt (bei Azeo von 1 = 40 ^g/ml). 
Die RNA wurde als Standard zur Bestimmung der in verschiedenen Praparationen von Telomerase vor- 
handenen Telomerase-RNA als Standard verwendet. 

Das Hybridisierungssignal war proportional zu der Menge an Telomerase-RNA und die abgeleiteten 
RNA-Konzentrationen stimmten mit den durch native Gelelektrophorese erhaltenen Konzentrationen im 

45 Prinzip uberein, waren jedoch leicht hoher. Der Vergleich der Menge an gesamter Telomerase-RNA in 
Gesamt-Zetl-RNA mit serielten Verdunnungen von bekannten T7-RNA-Transkriptkonzentrationen zeigte 
an, dass jede E. aedtculatus-Zelle etwa 300 000 Telomerase-Molekule enthielt. 

Die Sichtbarmachung der Telomerase wurde durch Northern-Blot-Hybridisierung an deren RNA-Be- 
standteil erzielt, wobei die von Lingner et al. beschriebenen Verfahren verwendet wurden (Lingner et al., 

50 Genes Develop. 8 (1994), 1984). Kurz zusammengefasst: RNA (0,5 Mg/Spur Oder weniger) wurde durch 
8%ige PAGE aufgetrennt und auf eine «Hybond-N»-Membran (Amersham), wie dies auf dem Fachge- 
biet bekannt ist, elektrogeblottet (siehe z.B. Sambrook et al. 1989) Der Blot wurde in 10 ml 4 x SSC, 
10 x Denhardt-Losung, 0,1% SDS und 50 n/ml denaturierte Heringssperma-DNA uber Nacht hybridisiert. 
Nach 3 Stunden Vorhybridisierung wurden 2 x 10 6 cpm-Sonde/ml Hybridisierungslosung zugegeben. Die 

55 zufallsmarkierte Sonde war ein PCR-Produkt, das das gesamte Telomerase-RNA-Gen bedeckte. Der 
Blot wurde bei verschiedenen Pufferaustauschen 30 Minuten 2 x SSC, 0,1% SDS und danach 1 Stunde 
in 0,1 x SSC und 0,1% SDS bei 45°C gewaschen. 

ii) Native Gele und Northern-Blots 

60 

In diesem Experiment wurde die Preparation an gereinigter Polymerase auf nativen (d.h. nicht-dena- 
turierenden) Gelen aus 3,5% Polyacrylamid und 0,33% Agarose aufgetrennt, wie dies auf dem Fachge- 
biet bekannt und von Lamond und Sproat beschrieben ist (Lamorid and Sproat (1994), a.a.O.) Die Telo- 
merase comigriert etwa mit dem Farbstoff Xylencyanol. 
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Die Ergebnisse mit nativen Gelen zeigten an t dass wahrend des Reinigungsverfahrens Telomerase 
als RNP beibehalten wurde. Fig. 27 ist ein Foto ines Northern-Blots, das die Mobilitat der Telom rase 
in verschiedenen Fraktionen auf einem nicht-denaturierenden Gel zeigt, sowie die Mobilitat von in vitro- 
transkribierter Telomerase. Spur 1 in dieser Figur enthielt 1,5 fMol Telomerase-RNA, Spur 2 4,6 fMol 
5 Telomerase-RNA, Spur 3 14 fMol Telomerase-RNA, Spur 4 41 fMol-Telomerase-RNA, Spur 5 nuclearen 
Extrakt (42 fMol Telomerase), Spur 6 Affi-Gel-Heparin-gereinigte Telomerase (47 fMol Telomerase), 
Spur 7 affinitatsgereinigte Telomerase (68 fMol) und Spur 8 uber einen Glycerotgradienten gereinigte 
Telomerase (35 fMol). 

Wie in Fig. 27 gezeigt, war in nuclearen Extrakten die Telomerase zu einem RNP-Partikel assem- 
10 bliert, der langsamer wanderte als nicht-assemblierte Telomerase-RNA. Durch dieses Verfahren wurde 
weniger als 1% freie RNA nachgewiesen. Es konnte jedoch in Extrakten gelegentlich auch ein langsa- 
mer wandernder Telomerase-RNP-Komplex nachgewiesen werden. Nach Reinigung auf der Affi-Gel-He- 
parinsaule wies der Telomerase-RNP-Partikel keine Veranderung in der Mobilitat auf (Fig. 27, Spur 6). 
Nach Affinitatsreinigung war jedoch die Mobilitat des RNA-Partikels leicht erhoht (Fig. 27, Spur 7), was 
15 vielleicht anzeigt, dass eine Protein-Untereinheit Oder ein -Fragment verlorenging. Auf Glyceringradien- 
ten veranderte die affinitatsgereinigte Telomerase ihre Grosse nicht, es waren jedoch etwa 2% freie Te- 
lomerase-RNA nachweisbar (Fig. 27, Spur 8), was nahelegt, dass eine geringe Disassemblierung des 
RNP-Partikels eingetreten wa». 

20 G. Telomerase-Protein-Zusammensetzung 

In diesem Beispiel ist die Analyse der gereinigten Telomerase-Protein-Zusammensetzung beschrie- ) 
ben. 

In diesem Beispiel wurden die in Teil D erhaltenen Glyceringradienten-Fraktionen auf einem 4 bis 

25 20%igen Polyacrylamidgel (Novex) aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit Coomas- 
sie-Brilliant-Blau angefarbt. Fig. 29 zeigt ein Photo dieses Gels. Die Spuren 1 und 2 enthielten Moleku- 
largewichtsmarker (Pharmacia) wie dies auf der linken Seite des in Fig. 29 gezeigten Gels angezeigt ist. 
Die Spuren 3 bis 5 enthielten vereinigte Glycerin-Gradientenfraktionen, wie dies oberhalb des Gels an- 
gezeigt ist (d.h. Spur 3 enthielt Fraktionen 9-14, Spur 4 Fraktionen 15-22 und Spur 5 Fraktionen 23- 

30 32). Spur 4 enthielt den Pool mit 1 pMol Telomerase-RNA. In den Spuren 6 bis 9 wuren BSA-Stan- 
dards mit den oberhalb des Gels in Fig. 29 angezeigten Konzentrationen laufen gelassen (d.h. Spur 6 
enthielt 0,5 pMol BSA, Spur 7 1,5 pMol BSA, Spur 8 4,5 pMol BSA und Spur 9 15 pMol BSA). 

Wie in Fig, 29 gezeigt ist, wurden Polypeptide mit einem Molekulargewicht von 120 und 43 kD zu- 
sammen mit der Telomerase aufgereinigt. Das 43 kD-Polypeptid trat als eine Dublette auf. Es wurde 

35 festgestellt, dass das Polypeptid mit etwa 43 kD in Spur 3 anders wanderte als die Dublette in Spur 4, 
es konnte sich dabei urn ein nicht-verwandtes Protein handeln. Das 120 kD-Protein und die 43 kD-Du- 
blette zeigen beide nach Anfarbung mit «Coomassie-Brilliant-Blau» einen Spiegel von etwa 1 pMol im 
Vergleich zu BSA-Standards. Da diese Fraktion 1 pMol Telomerase-RNA enthielt, die vollstandig zu ei- 
nem RNP-Partikel assembliert war (siehe Fig. 27, Spur 8), scheint es zwei Polypeptid-Untereinheiten zu 

40 geben, die zu der Telomerase-RNA stochiometrisch sind. Es kann jedoch auch moglich sein, dass die 
zwei Proteine urn 43 kD getrennte Enzym-Untereinheiten sind. 

Affinitatsgereinigte Telomerase, die nicht einer Fraktionierung auf einem Glyceringradienten unterwor- 
fen wurde, enthielt zusatzliche Polypeptide mit einem geschatzten Molekulargewicht von 35 bzw. 37 kD. 
Es wurde geschatzt, dass diese letztere Fraktion zu mindestens 50% rein ist. Die hier in dem affinitats- 

45 gereinigten Material vorhandenen 35 kD- und 37 kD-Polypeptide wurden jedoch durch Glyceringradien- ' 
ten-Zentrifugation nicht reproduzierbar aufgetrennt. Diese Polypeptide konnen Verunreinigungen darstel- 
len, da sie nicht in alien Aktivitats-enthaltenden Praparationen sichtbar waren. 

H. Sedimentationskoeffizient 

50 

Der Sedimentationskoeffizient fur Telomerase wurde durch Glyceringradienten-Zentrifugation bestimmt. 
In diesem Beispiel wurden nuclearer Extrakt und affinitats-gereinigte Telomerase auf 15-40%igen Glyce- 
ringradienten fraktioniert, die 20 mM Tris-Acetat, 1 mM MgCfe, 0,1 mM EDTA, 300 mM KGIu und 1 mM 
DTT, pH-Wert 7,5, enthielten. Glyceringradienten wurden in 5 ml-R6hrchen (1.3 x 51 mm) gegeben und 

55 mittels eines SW55Ti- Rotors (Beckman) 14 Stunden mit 55 000 UpM bei 4°C zentrifugiert. 

In einem parallelen Gradienten wurden Marker- Proteine laufen gelassen; es ergab sich ein Sedimen- 
tationskoeffizient von 7, 6 S fur Alkoholdehydrogenase (ADH) 113 S fur Katalase, 17,3 S fur Apoferritin 
und 19,3 S fur Thyroglobulin. Der Telomerase-Peak wurde durch Elektrophorese von Gradientenfraktio- 
nen auf einem nativen Gel und im Anschluss daran Blot-Hybridisierung an deren RNA-Komponente 

60 identifiziert. 

Fig. 30 ist eine graphische Darstellung, die den Sedimentattonskoeffizienten fur Telomerase zeigt. 
Wie in dieser Figur gezeigt ist, co-sedimentierte affinitatsger inigte Telomerase mit Katalase bei 1 1 ,5 S, 
wahrend Telomerase aus nuclearen Extrakten etwas schneller sedimentierte mit dem Peak um 12,5 S. 
Somit scheint gereinigte Telomerase ein | .oteolytisches Fragment oder ine lose assoziierte Unterein- 
65 heit verloren zu haben, was mit der Mobili at des Enzyms in nativen Gelen ubereinstimmt. 
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Das geschatze Molekulargewicht fur T lomerase ergibt einen Gesamtw rt von insgesamt 229 kD, 
wenn man davon ausgeht, dass sie aus einer Protein-Untereinheit mit 120 kD, einer Protein-Unterein- 
heit mit 43 kD undi einer RNA-Untereinheit mit 66 kD besteht. Dies ist in enger Obereinstimmung mit 
dem Molekulargewicht von 232 kD von Katalase. Der Sedimentationskoeffizient ist jedoch nicht nur eine 
5 Funktion des Mblekularg wichts sondern auch des spezifisch n Teilvolumens und des Reibungskoeffizi- 
enten des Molekuls, wobei beide Parameter fur das Telomerase-RNP nicht bekannt sind. 

I. Substratverwertung 

10 In diesem Beispiel wurden die Erfordernisse von Telomerase hinsichtlich des Substrats untersucht. 
Ein einfaches Modell fur die Replikation von DNA-Enden geht von der Annahme aus, dass nach semi- 
konservativer DNA-Replikation Telomerase doppelstrangige, mit glatten Enden versehene DNA-Molekule 
verlangert. Bei einer Variation dieses Modells wird davon ausgegangen, dass ein einzeistrangiges 3'- 
Ende durch eine Helicase Oder Nuclease nach Replikation erzeugt wird. Dieses 3'-Ende wird dann von 

15 der Telomerase fur die Bindung und Verlangerung verwendet. 

Urn zu bestimmen, ob Telomerase mit glatten Enden versehene Molekule verlangern kann, wurden 
Modell-Haarnadelstrukturen mit an deren 3'-Enden gelegenen Telomei-Wiederholungseinheiten syntheti- 
siert. Diese Primersubstrate wurden gelgereinigt, mit Polynucleotidkinase 5'-endmarkiert, 5 Minuten bei 
80°C und bei 0,4 \iM erhitzt und dann in einem Hitzeblock langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt, urn 

20 so eine Renaturierung und Helixbildung der Haarnadelstrukturen zu erlauben. Die Substratmobilitat auf 
einem nicht-denaturierenden Gel zeigte, dass im Vergleich zur Dimerisierung eine sehr effiziente Haar- 
nadelbildung vorhanden war. 

In diesem Beispiel wurden Assays durchgefuhrt mit unmarkiertem 125 pM dGTP, 125 jiM dTTP und 
0,02 jiM 5'-endmarkierten Primer (5'- 32 P-markiertem Oligonucleotid-Substrat) in 10 pi Reaktionsgemi- 

25 schen, die 20 mM Tris-Acetat enthielten mit 10 mM MgCb, 50 mM KGIu und 1 mM DTT bei einem pH- 
Wert von 7,5. Diese Gemische wurden 30 Minuten bei 25°C inkubiert. Die Reaktionen wurden durch 
Zugabe von Formamid-Auftragspuffer gestoppt (d.h. TBE, Formamid, Bromthymol-Blau und -Cyanol, 
Sambrook, 1989, a.a.O.). 

Primer wurden ohne Telomerase inkubiert («-»), mit 5,9 fMol affinitatsgereinigter Telomerase («+»), 
30 Oder mit 17,6 fMol affinitatsgereinigter Telomerase (« +++ »). Die in diesem Assay verwendete affinitats- 
gereinigte Telomerase wurde mit einer Membran mit einer molekularen Ausschlussgrenze von 100 kD 
dialysiert, urn so das Verdrangungsoligonucleotid zu entfernen. Die Reaktionsprodukte wurden auf ei- 
nem 8%igen PAGE (Harnstoffgel, das zur Denaturierung der Haarnadelstruktur 36% Formamid enthielt) 
aufgetrennt. Die Sequenzen der in dieser Untersuchung verwendeten Primer sowie ihre Spurzuordnun- 
35 gen sind in Tabelle 6 gezeigt. 
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Tabelle 6 



Primersequenzen 



10 



15 



20 



25 



30 



Spur 


Primersequenz (5' nach 3') 


1-3 


C 4 (A 4 C;) 3 CACA(G 4 T 4 ) 3 G 4 


4-6 


C,(A 4 C 4 ) 3 CACA(G 4 T 4 ) 3 G 4 


7-9 


(A 4 C 4 ) 3 CACA(G 4 T 4 ) 3 G 4 


10-12 


A : C 4 (A 4 C 4 ),CACA(G 4 T 4 )jG 4 


13-15 


C 4 (A 4 C 4 ) : CACA(G 4 T 4 ) 3 


16-18 


(A 4 C 4 ) 3 CACA(G 4 T 4 ) 3 


19-21 


A : C 4 (A 4 C 4 ) 2 CACA(G 4 T 4 ), 


22-24 


C 4 (A 4 C 4 )XACA(G 4 T 4 ) 3 


25-27 


C : (A 4 C 4 ) : CACA(G 4 T 4 ) 3 


28-30 


(A 4 C 4 ),CACA(G 4 T 4 ) 3 
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Die mit den Gelen erhaltenen Ergebnisse sind in Fig. 31 gezeigt. Die Spuren 1-15 enthielten Sub- 
strate mit Telomer-Wiederholungseinheiten, die mit vier G-Resten endeten. Die Spuren 16-30 enthielten 
Substrate mit Telomer-Wiederholungseinheiten, die mit vier T-Resten endeten. Die mutmassliche Aus- 
richtung auf der Telomerase-RNA-Matrize ist in Fig. 32 angegeben. Es wird angenommen, dass die Pri- 
mersatze sich an zwei verschiedenen Positionen in der in Fig. 32 gezeigten Matrize (d.h. 32A bzw. 
32B). Dies konnte ihre Bindungs- und/oder Verlangerungsrate beeinflusst haben. 

Fig. 33 zeigt eine geringere Belichtung der Spuren 25-30 von Fig. 31. Die geringere Belichtung von 
Fig. 33 wurde deshalb durchgefuhrt, urn die Sichtbarmachung der Nucleotide zu erlauben, die zugege- 
ben wurden, und der Verzogerungspositionen in verlangertem Produkten. Der Prozentsatz an verlanger- 
ten Substrat wurde fur jede dritte Linie eines Satzes auf einem «Phosphorlmager», wie dies in der 
Fig. 31 unten gezeigt ist, quantifiziert. 

Die Wirksamkeit dieser Haarnadelstrukturen als Substrat wurde mit doppelstrangigen Telomer-ahnh- 
chen Strukturen mit Oberhangen unterschiediicher Lange verglichen. Ein Modellsubstrat, das mit vier G- 
Resten endete (siehe die Spuren 1 bis 15 von Fig. 31), wurde dann nicht verlangert, wenn es einglat- 
tes Ende enthielt (siehe Spuren 1-3). Es wurde jedoch eine leichte Verlangerung mit einer Uber- 
hanglange von zwei Basen beobachtet. Die Verlangerung wurde jedoch effizient, wenn der Uberhang 
etwa 4 Basen lang war. Die Telomerase wirkte auf ahnliche Weise mit einem doppelstrangigen Sub- 
strat, das mit vier T-Resten endete, wobei ein Uberhang von 6 Basen fur eine hocheffiziente Verlange- 
rung erforderlich war. Die schwachen Banden unter den Primern in den Spuren 10-15 von Fig. 31, die 
unabhangig von Telomerase sind, stellen kurzere Oligonucleotide in den Primerpraparationen dar. 

Durch die schwachere Belichtung der Spuren 25-30 in Fig. 33 zeigt sich eine Leiter von verlangerten 
Produkten, wobei die dunkelsten Banden mit der vermutlichen 5'-Grenze der Matrize korrelieren (wie 
von Lingner et al., Genes Develop. 8 (1994), 1984 beschrieben). Das haufige Auftreten von Produkten, 
die anderen Positionen in der Matrize entsprechen, legte nahe, dass ein «lnnehalten» und/oder eine 
«Dissoziierung» mit der gereinigten Polymerase an Stellen vorkommt, die nicht der Translokationsstelle 
entsprechen. . 

Wie in Fig. 31 gezeigt, waren doppelstrangige, mit glatten Enden versehene Oligonucleotide keine 
Substrate fur Telomerase. Urn herauszufinden, ob diese Molekule an Telomerase binden konnen, wurde 
ein Kompetitionsexperiment durchgefuhrt. In diesem Experiment wurden 2 nM 5'-endmarkiertes Substrat 
c mit der Sequenz (G 4 T 4 )2 bzw. ein Haarnadelsubstrat mit *inem Uberhang von s chs Basen mit 0,125 
mM Telomerase verlangert (Fig. 31, Spuren 25-27). Obv/ohl cie gleichen unmarkierten Oligonucleotid- 
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substrate effizient mit dem markierten Substrat bezuglich der Vertangerung konkurrierten, wurde keine 
Herabsetzung an Aktivitat beobachtet, wenn die doppelstr&ngigen, mit glatten Enden versehenen Haar- 
nadel-Oligonucleotide als Kompetitoren verwendet wurden, selbst in Gegenwart eines 100fachen Uber- 
schusses von Haarnadelstrukturen. 
5 Diese Ergebnisse zeigten an, dass doppelstrangige, mit glatten Enden versehene Oligonucleotide bei 
dem in diesem Beispiel getesteten Konzentrationen Telomerase nicht binden konnen, d.h. ein einzel- 
strangiges 3'-Ende ist fur eine Bindung erforderlich. Wahrscheinlich wird dieses S'-Ende fur eine Basen- 
paarung mit der Telomerase-RNA-Matrize bendtigt. 

10 J. Clonierung & Sequenzierung des 123 kD-Polypeptids 

fn diesem Beispiel wird die Clonierung des 123 kD-Polypeptids von Telomerase, (d.h. die 123 kD- 
Protein-Untereinheit) beschrieben. In dieser Untersuchung wurde ein internes Fragment des Telomera- 
segens mittels PGR amplifiziert Es wurden Oligonucleotid-Primer verwendet, die so konstruiert waren, 
15 dass sie mit den von dem im vorstehenden Teil D erhaltenen gereinigten Polypeptid erhaltenen Peptid- 
sequenzen ubereinstimmten. Die Polypeptidsequenz wurde mittels des «nanoES-Tandem»-Massenspek- 
troskopieverfahrens bestimmt, das auf dem Fachgebiet bekannt und von Calvio et al., RNA 1 (1995), 
724-733 beschrieben ist. Die in diesem Beispiel verwendeten Oligonucleotidprimer haiten die folgenden 
Sequenzen, wobei degenerierte Positionen in Klammern gezeigt sind: 

5 ' - TCT(G/A)AA(G/A)TA(G/A)TG(T/G/A)GT(G/A/T/C)A(T/G/A)(G/A)TT(G/A)TTCA 
t - 3 ' und 

5- GCGGATCCATGAA(T/C)CC(A^GA(G/A)AA(T/C)CC(A/^)AA(T/C)GT-3 , 

Eine 50 jil-Reaktion enthielt 0,2 mM dNTPs, 0,15 ng E. aediculatus chromosomale DNA, 0,5 nl Taq 
(Boehringer Mannheim), jeweils 0,8 ng Primer und 1 x Reaktionspuffer (Boehringer Mannheim). Die Re- 
aktion wurde in einem «Thermocycler» (Perkin-Elmer) inkubiert, wobei 5 Minuten bei 95°C inkubiert wur- 
de, danach folgten 30 Cyclen von jeweils 1 Minute bei 94°C, 1 Minute bei 52°C und 2 Minuten bei 
72 D C. Die Reaktion wurde durch lOminutige Inkubation bei 72°C vervollstandigt. 

Eine genomische DNA-Bank wurde aus der chromosomalen DNA von E. aediculatus durch Clonie- 
rung von DNA mit glatten Enden in die Smal genannte Stelle des «pCR-Script»-Plasmidvektors (Strata- 
gene) prapariert. Diese Bank wurde durch Koloniehybridisierung mit dem radioaktiv markierten gel-gerei- 
nigten PCR-Produkt gescreent. Die Plasmid-DNA von positiven Clonen wurde prapariert und gemass 
dem Didesoxy-Verfahren sequenziert (Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. t 74 (1977), 5463) oder ma- 
nuell mittels eines automatischen Sequenziergerats (ABI). Die DNA-Sequenz des Gens, das dieses Po- 
lypeptid codiert, ist in Fig. 13 gezeigt. Das von der DNA-Sequenz abgeleitete Startcodon liegt in dieser 
Sequenz bei dem Nucleotid an der Position 101 und der offene Leserahmen endet an Position 3193. 
Der genetische Code von Euplotes unterscheidet sich von anderen Organismen dadurch, dass das 
«UGA»-Codon einen Cystein-Rest codiert. Die von der DNA-Sequenz abgeleitete Aminosauresequenz 
des Polypeptids ist in Fig. 14 gezeigt. Dabei wurde angenommen, dass keine ungewohnlichen Amino- 
sauren wahrend der Translation eingebaut werden und keine posttranslationalen Modifizierungen vor- 
kommen. 

K. Clonierung und Sequenzierung des 43 kD-Polypeptids 

In diesem Beispiel wird die Clonierung des 43 kD-Polypeptids von Telomerase (d.h. der 43 kD-Prote- 
in-Untereinheit) beschrieben. Bei dieser Untersuchung wurde ein internes Fragment des Telomerase- 
Gens mittels PCR amplifiziert, wobei Oligonucleotidprimer verwendet wurden, die so entworfen wurden, 
dass sie zu den Peptidsequenzen passen, die von dem im vorstehenden Teil D erhaltenen gereinigten 
Polypeptid erhalten wurden. Die Polypeptidsequenz wurde mittels der auf dem Fachgebiet bekannten 
und von Calvio et al., RNA 1 (1995), 724-733 beschriebenen «nanoES-Tandem»-Massenspektroskopie- 
verfahren bestimmt. Die in diesem Beispiel verwendeten oligonucleotidprimer hatten die folgenden Se- 
quenzen: 

5'-NNNGTNAC(C/T/A)GG(C/T/A)AT(C/T/A)AA(C/T)AA-3' und 
5'-(T/G/A)GC(T/G/A)GT(C/T)TC(T/C)TG(G/A)TC(G/A)TT(G/A)TA-3'. 

In dieser Sequenz bedeutet «N» die Anwesenheit eines von vier Nucleotiden (d.h. A, T, G oder C). 
Eine 50 nl-Reaktion enthielt 0,2 mM dNTPs, 0,2 \ig E. aediculatus chromosomale DNA, 0,5 nl Taq 
(Boehringer Mannheim), jeweils 0,8 ^g Primer und 1 x Reaktionspuffer (Boehringer Mannheim). Die Re- 
aktion wurde in einem «Thermocycler» (Perkin-Elmer) inkubiert, wobei 5 Minuten bei 95 3 C inkubiert wur- 
de, danach folgten 30 Cyclen von jeweils 1 Minute bei 94°C, 1 Minute bei 52°C und 1 Minute bei 72°C. 
Di R aktion wurd durch lOminutige Inkubation bei 72°C vervollstandigt; 

Eine genomische DNA-Bank wurde aus der chromosomalen DNA von E. aediculatus durch C^onie- 
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rung von DNA mit glatten Enden in die Smal genannte Stelle des «pCR-Script»-Plasmidvektors (Strata- 
gene) prapariert. Diese Bank wurde durch Koloniehybridisierung mit den radioaktiv markierten gel-gerei- 
nigten PCR-Produkten g screent. Die Plasmid-DNA von positiven Clonen wurde prapariert und gemass 
dem Didesoxy-Verfahren sequenziert (Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 74 (1977), 5463) Oder ma- 

5 nuell mittels eines automatischen Sequenziergerats (ABI). Die DNA-Sequenz des Gens, das dieses Po- 
lypeptid codiert, ist in Fig. 34 gezeigt. Drei mogliche Leserahmen sind fur diese Sequenz gezeigt, wie 
dies in Fig. 35 dargestellt ist. Aus Grunden der Obersichtlichkeit ist die Aminosauresequenz unter der 
Nucleotidsequenz fur alle drei Leserahmen angegeben. Diese Leserahmen tragen die Bezeichnungen 
«a», «b» und «c». Ein mogliches Startcodon wird an der Nucleotidposition 84 im Lesenrahmen «c» co- 

10 diert. Der codierende Bereich konnte an Position 1501 in Leserahmen «b» enden. Codons fur einen 
vorzeitigen Stop, die in dieser Figur mit Sternchen bezeichnet sind, kommen in alien drei Leserahmen 
zwischen den Nucleotidpositionen 337-350 vor. 

Die «La-Domane>» ist durch fette Buchstaben gekennzeichnet. Weiter stromabwarts schetnt die Prote- 
insequenz durch unterschiedliche Leserahmen codiert zu sein, da keiner dieser Leserahmen durch 

15 Stopcodons unterbrochen ist. Daruber hinaus sind Peptidsequenzen von dem gereinigten Protein in al- 
ien drei Leserahmen codiert. Somit scheint dieses Gen Intronsequenzen zu enthalten, oder, alternate 
die RNA wird editiert Zu weiteren Moglichkeiten zahlen ribosomale Leserahmenverschiebung oder Se- 
quenzierungsfehler. Die Homologie zu der Sequenz des La-Proteins bleibt jedoch von grossem Interes- 
se. Es soli nochmals angemerkt werden, dass in Euplotes das «UGA»-Codon einen Cystein-Rest co- 

20 diert. 

L. Vergleiche von Aminosauren und Nucleinsauren 

In diesem Beispiel werden Vergleiche zwischen veroffentlichten Sequenzen und den Sequenzen der 
25 123 kD- und 43 kD-Telomerase-Polypeptid-Untereinheiten durchgefuhrt. 

i) Veroleiche mit der 123 kD-Telomerase-Untereinheit vo n E. aediculatus 

Die Aminosauresequenz des 123 kD-Polypeptids von Euplotes aediculatus wurde mit der Sequenz 
30 der 80 kD-Telomerase-Protein-Untereinheit von Tetrahymena thermophiia (GenBank-Zugangsnummer 
#U25641) zur Untersuchung ihrer Ahnlichkeit verglichen. Die dieses Protein codierende Nucleotidse- 
quenz, die von GenBank erhalten wurde ist in Fig. 42 gezeigt. Die Aminosauresequenz dieses Proteins, 
so wie es von GenBank erhalten wurde, ist in Fig. 43 gezeigt. Der Sequenzvergleich zwischen dem 123 
kD-Protein von E. aediculatus und dem 80 kD-Protein von T. thermophiia ist in Fig. 36 gezeigt. In die- 
35 ser Figur stellt die Sequenz von E. aediculatus die obere Sequenz dar und die Sequenz von T. thermo- 
phiia die untere Sequenz. In dieser sowie in den Fig. 37-39 sind Identitaten durch vertikale Balken an- 
gezeigt, wahrend einzelne Punkte zwischen den Sequenzen Aminosauren mit^etwas Ahnlichkeit anzei- 
gen und Doppelpunkte zwischen den Sequenzen Aminosauren mit grosserer Ahnlichkeit anzeigen. Die 
nachgewiesene Identitat lag bei etwa 19%, wahrend der Prozentsatz an Ahnlichkeit etwa 45% betrug. 
40 Diese Werte ahneln denen, die mit einer beliebigen Zufallsproteinsequenz beobachtet werden. 

Die Aminosauresequenz des 123 kD-Polypeptids von Euplotes aediculatus wurde auch mit der Se- 
quenz der 95 kD-TelomeraseProtein-Untereinheit von Tetrahymena thermophiia (GenBank-Zugangsnum- 
mer #U25642) zur Untersuchung der Ahnlichkeiten verglichen. Die von GenBank erhaltene, dieses Pro- 
tein codierende Nucleotidsequenz ist in Fig. 44 gezeigt. Die Aminosauresequenz des von Gen-Bank er- 
haltenen Proteins erhaltenen Proteins ist in Fig. 45 gezeigt, und der Sequenzvergleich in Fig. 37. In 
dieser Figur ist die Sequenz von E. aediculatus die obere Sequenz und die Sequenz von T. thermophiia 
die untere Sequenz. Identitaten sind durch vertikale Balken angezeigt. Die beobachtete Identitat betrug 
etwa 20%, wahrend der Prozentsatz an Ahnlichkeit etwa 43% betrug. Diese Werte ahneln den Werten, 
die man mit einer beliebigen Zufallsproteinsequenz beobachtet. 

Es ist auffatlersd, dass die Aminosauresequenz des 123 kD-Proteins von E. aediculatus die funf Moti- 
ve enthalt, die charakteristisch fur reverse Transkriptasen sind. Das 123 kDPolypeptid wurde auch mit 
den Polymerase-Domanen von verschiedenen reversen Transkriptasen verglichen. Fig. 40 zeigt die 
Ausrichtung des 123 kD-Polypeptids mit dem vermutlichen Hefe-Homologen (L8543.12 oder ESTp) . Die 
Aminosauresequenz von L8543.12 (oder ESTp), die von GenBank erhalten wurde, ist in Fig. 46 gezeigt. 
55 Vier Motive (A, B, C und D) waren Bestandteil dieses Vergleichs. In Fig. 40 sind hochkonservierte 
Reste durch weisse Buchstaben auf schwarzem Hintergrund gekennzeichnet. Reste der Sequenzen von 
E aediculatus, die in der anderen Sequenz konserviert sind, sind durch Fettdruck gekennzeichnet. pas 
«h» bezeichnet das Vorhandensein einer hydrophoben Aminosaure. Die Ziffern zwischen den Amino- 
saureresten der Motive bezeichnen die Menge von Lucken innerhalb der Sequenzen. Beispielsweise be- 
60 trifft die «100» zwischen den Motiven A und B eine Lucke von 100 Aminosauren in der Sequenz zwi- 
schen den Motiven. 0 _ . _ . 

Durch das Absuchen der Genbank konnte ein Hefeprotein (GenBank Zugangsnummer #u20618) und 
das Gen «L8543.12» (Est2) id ntifiziert werden, das etwas Homologie zu der 123 kD-Telomerase-Unter- 
einheit von E. aediculatus zeigt. Anhand d r Beobachtung, dass beide Puteine reverse Transknptase- 
65 Motive in ihren C-terminalen Bereichen enthalten; dass beiden Proteinen -omeinsam ist, dass sie Ahn- 
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lichkeit in Ber ichen ausserhalb des revers Transkriptase-Motivs zeigen; dass die Proteine ahnlich ba- 
sisch sind (pi = TOJ fur E. aediculatus und pi = 10,0 fur Hefe) ; und beide Proteine gross sind (123 kD 
fur E. aediculatus und 103 kD fur Hefe) kann gefolgert werden, dass diese Sequenzen den katalyti- 
schen Kern ihrer entsprechenden Telomerasen umfassen. Aufgrund dieser Beobachtung bezughch der 
Homologie zwischen zwei phylogenetisch entfernten Organismen wie E. a diculatus und Hefe wird da- 
von ausgegangen, dass menschliche Telomerase ein Protein enthalt, das dieselben Merkmale aufweist 
(d.h. reverse Transkriptase-Motive aufweist, basisch ist und gross (> 100 kD)). 

ii) Vergleiche mit der 43 kD-Telomerase-Untereinhe it von E. aediculatus 

Die Aminosauresequenz der «La-Domane» des 43-kD-Polypeptids von Euplotes aediculatus wurde 
mit der Sequenz der 95 kD-Telomerase-Protein-Untereinheit von Tetrahymena thermophila (vorstehend 
beschrieben) zur Untersuchung deren Ahnlichkeit verglichen. Der Sequenzvergleich ist in Fig. 38 ge- 
zeigt In dieser Figur ist die E. aediculatus-Sequenz die obere Sequenz und die Sequenz von T. ther- 
mophila ist die untere Sequenz. Identitaten sind mit vertikalen Balken gekennzeichnet. Die beobachtete 
Identitat betrug etwa 23%, wahrend der Prozentsatz an Ahnlichkeit etwa 46% betrug. Diese Werte ah- 
neln denen, die man mit beliebigen Zufallsproteinsequenzen beobachten wurde. 

Die Aminosauresequenz der «La-Domane» des 43 kD-Polypeptids von Euplotes aediculatus wurde 
mit der Sequenz der 80 kD-Telomerase-Protein-Untereinheit von Tretrahymena thermophila (vorstehend 
beschrieben) zur Untersuchung deren Ahnlichkeit verglichen. Der Sequenzvergleich ist in Fig. 39 ge- 
zeigt In dieser Figur ist die Sequenz von E. aediculatus die obere Sequenz und die Sequenz von 
T thermophila die untere Sequenz. Identitaten sind mit vertikalen Balken gekennzeichnet. Die beobach- 
tete Identitat betrug etwa 26%, wahrend der Prozentsatz an Ahnlichkeit etwa 49% betrug. Diese Werte 
ahneln denen, die man mit beliebigen Zufallsroteinsequenzen beobachten wurde. 

Die Aminosauresequenz einer Domane des 43 kD-Polypeptids von E. aediculatus wurde auch mit La- 
Proteinen von zahlreichen anderen Organismen verglichen. Diese Vergleiche sind in Fig. 41 gezeigt. In 
dieser Figur sind hochkonservierte Reste durch weisse Buchstaben auf schwarzem Hmtergrund gekenn- 
zeichnet. Reste der Sequenzen von E. aediculatus, die in der anderen Sequenz konserviert sind, sind 
durch Fettdruck gekennzeichnet. 

M. Identifizierung von Telomerase-Protein -Untereinheiten in einem anderen Qrqani<>mu$ 

In diesem Beispiel wurden die in den vorstehenden Beispielen identifizierten Sequenzen zur Identifi- 
zierung der Telomerase-Protein-Untereinheiten von Oxytricha trifallax verwendet. Dies ist ein Ciliat, der 
mit E aediculatus nur sehr entfernt verwandt ist. In diesem Beispiel wurden basierend auf dem konser- 
vierten Bereich des 123 kD-Polypeptids von E. aediculatus Primer ausgewahlt, die die Motive der re- 
versen Transkriptase-Domane umfassten. Geeignete Primer wurden synthetisiert und in einer PCR-Re- 
aktion mit Gesamt-DNA von Oxytricha verwendet. Oxytricha-DNA wurde gemass auf dem Fachgebiet 
bekannter Verfahren prapariert. Die PCR-Produkte wurden danach unter Verwendung von auf dem 
Fachgebiet bekannter Verfahren cloniert und sequenziert. 

Die fur die Primer verwendeten Oligonucleotidsequenzen waren: 

5 • - (T/C)A(A/G)AC(T/A.'C)AA(G/A)GG(T/A/C)AT(T/C)CC(CA"/A)(C/T)A(G/A)GG-3' 
S'-CG/A^GTCG/^ATNACG/AJNACG/AJCG/A^ACG^TCCG/AJTCO' 

Positionen, die degeneriert waren, sind in Klammern gezeigt, wobei die alternativen Basen in den 
Klammern gezeigt sind. «N» entspricht einem beliebigen Nucleotid aus den vier Nucleotiden. 

Die PCR-Reaktion (50 pi) enthielt 0,2 mM dNTPs, 0,3 m9 chromosomale DNA von Oxytricha trifallax, 
1 pi Taq-Polymerase (Boehringer Mannheim), jeweils 2 pM Primer, 1 x Reaktionspuffer (Boehnnger 
Mannheim) Das Reaktionsgemisch wurde in einem «Thermocycler» (Perkin-Elmer) unter den folgenden 
Bedingungen inkubiert: 1 x 5 Minuten bei 95°C, 30 Cyclen jeweils 1 Minute bei 94°C, 1 Minute bei 53°C 
und 1 Minute bei 72°C, danach 1x10 Minuten bei 72°C. Das PCR-Produkt wurde gelgeretnigt und mit- 
tels des Didesoxy-Verfahrens (siehe z.B. Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 74 (1977), 5463-5467) 
oder anderer auf dem Fachgebiet bekannter Verfahren sequenziert. 

Von dem PCR-Produkt wurde die Aminosauresequenz abgeleitet und mit der Sequenz von fc. aedicu- 
latus verglichen Fig. 47 zeigt die Ausrichtung dieser Sequenzen, wobei die Sequenz von 0. trifallax in 
der oberen Reihe gezeigt ist und die E. aediculatus-Sequenz in der unteren Reihe gezeigt ist. Wie aus 
dieser Figur ersichtlich ist, besteht ein grosser Grad an Homologie zwischen der in diesem Beispiel 
identifizierten 0. trifallax Polypeptidsequenz und der Polypeptidsequenz von E. aediculatus. Somit ist es 
klar dass die in der vorliegenden Erfindung identifizierten Sequenzen fur die Identifizierung von homolo- 
gen Telomerase-Protein-Untereinheiten in anderen eukaryotischen Organismen von Nutzen sind. Tat- 
sachlich konnten aufgrund der rfindungsg massen Entwicklung homologe Telomerase-Sequenzen in 
zahlreichen unterschi dlichen Spezies identifiziert werden. 



107 



CH 689 672 A9 



N. Identifizierung von Telomerase-Sequenz n von Tetrahymena 

In diesem Beispiel wurde ein Tetrahymena-Clon erzeugt, der Homologie mit den Euplotes-Sequenzen 
und EST2p aufweist. 

5 Bei diesem Experiment wurde ein PCR mit degenerierten Oligonucleotidprimem verwendet, die ge- 
gen kons rvierte Motive gerichtet waren, urn so Homologieb reiche zwischen Tetrahymena-, Euplotes- 
und EST2p-Sequenzen identifizieren zu konnen. Das in diesem Beispiel verwendete PCR-Verfahren 
stellt ein neues Verfahren dar, das zur spezifischen Amplifikation von seltenen DNA-Sequenzen aus 
komplexen Gemischen entworfen wurde. Bei diesem Verfahren wird das Problem der Amplifikation von 

10 DNA-Produkten mit dem gleichen PCR-Primer an beiden Enden (d.h. Produkte, eines einzelnen Pri- 
mers), dem man in PCR-Clonierungsverfahren ublicherweise begegnet, vermieden. Durch diese Produk- 
te eines einzelnen Primers wird ein unerwunschter Hintergrund erzeugt und dies kann oft die Amplifika- 
tion und den Nachweis des gewunschten Produkts von zwei Primern erschweren. Bei diesem in diesen 
Experimenten verwendeten Verfahren wird bevorzugt auf Produkte von zwei Primern selektiert. Das Be- 

15 sondere ist, dass ein Primer biotinyliert ist und der andere nicht. Nach mehreren PCR-Amplifikationsrun- 
den werden die Produkte unter Verwendung von magnetischen Streptavidin-'vugelchen gereinigt und 
Produkte von zwei Primern werden mittels Hitzedenaturierung spezifisch eluiert Dieses Verfahren findet 
auch im Rahmen anderer Experimente, die in diesen Beispielen nicht beschrieben wurden, seine Ver- 
wendung. Tatsachlich ist dieses Verfahren bei Anwendungen in Gebrauch, bei denen es wunschenswert 

20 ist, seltene DNA-Sequenzen zu amplifizieren, wozu die einleitenden Schritte bei Clonierungsverfahren, 
beispielsweise 5' und 3, gehoren, RACE und jedes Verfahren, das in der PCR degenerierte Primer ver- 
wendet. ) 

Ein erster PCR-Lauf wurde unter Verwendung von macronuclearer DNA von Tetrahymena als Matrize 
durchgefuhrt, die gemass auf dem Fachgebiet bekannter Verfahren isoliert wurde. Es wurde ein 24-mer- 

25 Vorwarts-Primer verwendet mit der Sequenz 

5'-Biotin-GCCTATTT(TC)TT(TC)TA(TC)(GATC)(GATC)(GATC)AC(GATC)GA-3' ) die als «K231» bezeich- 
net wird, und dem FFYXTE-Bereich entspricht und der 23- mer-Ruckwarts- Primer mit der Sequenz 
5'-CCAGATAT(GATC)A(TGA)(GATC)A(AG)(AG)AA(AG)TC(AG)TC-3', der als «K220» bezeichnet wird 
und dem DDFL(FIL)I-Bereich entspricht. Diese PCR-Reaktion enthielt 2,5 \x\ DNA (50 ng), jeweils 4 \l\ 

30 Primer (20 mM), 3 \i\ 10 x PCR-Puffer, 3 mI 10 x dNTPs, 2 \i\ Mg, 0,3 \x\ Taq und 11,2 pi dH 2 0. Mit dem 
Gemisch wurden 8 Cyclen durchgefuhrt, jeweils 45 Sekunden bei 94°C 45 Sekunden bei 37°C und 
1 Minute bei 72°C. 

Das Gemisch der PCR-Reaktion wurde an 200 \x\ magnetische Streptavidin-Kugelchen gebunden, mit 
200 \i\ TE gewaschen, in 20 \i\ dhfeO resuspendiert und danach durch 2minutiges Kochen bei 100°C hit- 

35 zedenaturiert. Die Kugelchen wurden heruntergezogen und das Eluat wurde entfernt. Danach wurden 
2,5 pi dieses Eluats erneut unter den vorstehenden Bedingungen amplifiziert, mit der Ausnahme, dass 
0,3 nl a- 3 2p dATP enthalten war und 33 PCR-Cyclen durchgefuhrt wurden. Das Reaktionsgemisch wur- 
de auf einem denaturierendem 5%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und der geeignete Bereich aus 
dem Gel ausgeschnitten. Diese Produkte wurden mit weiteren 34 Cyclen unter den vorstehend aufge- 

40 zahlten Bedingungen erneut amplifiziert, ausser, dass die Anlagerungstemperatur 42°C betrug. 

Ein zweiter PCR-Lauf wurde unter Verwendung von makronuclearer DNA von Tetrahymena, die unter 
Verwendung von auf dem Fachgebiet bekannten Verfahren isoliert wurde, als Matrize durchgefuhrt, wo- 
bei der 23- me r-Vorwarts- Primer mit der Sequenz 5' 

45 ACAATG(CA)G(GATC)(TCA)T(GATC)(TCA)T(GATC)CC(GATC)AA(AG)AA-3' ! 

mit der Bezeichnung «228» verwendet wurde, der nach dem Bereich R(LI) (LI)PKK entspricht und eines 
reversen Primers mit der Sequenz 5- 

so ACGAATC(GT)(GATC)GG(TAG)AT(GATC)(GC)(TA)(AG)TC(AG)TA(AG)CA 3 ' 

mit der Bezeichnung «K224», der dem CYDSIPR-Bereich entspricht. Diese PCR-Reaktion enthielt 2,5 pi 
DNA (50 ng), jeweiis 4 pi Primer (20 jiM) , 3 \x\ 10 x PCR-Puffer, 3 \i\ 10 x dNTPs, 2 \i\ Mg, 0,3 M l a- 
32 P-dATP, 0,3 pi Taq und 10,9 \i\ dhbO. Das Reaktionsgemisch wurde auf einem denaturierendem 

55 5%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und der geeignete Bereich aus dem Gel ausgeschnitten. Diese 
Produkte wurden mit 34 zusatzlichen Cyclen erneut unter den vorstehend angegebenen Bedingungen 
amplifiziert, ausser dass die Anlagerungstemperatur 42°C betrug. 

10 nl des Reaktionsprodukts aus Lauf 1 wurden an magnetische Streptavidin-beschichtete Kugelchen 
in 200 mI TE gebunden. Die Kugelchen wurden mit 200 \i\ TE gewaschen und danach in 20 \i\ 6H2O re- 

60 suspendiert, hitzedenaturiert und das Eluat wurde entfernt. Das Reaktionsprodukt aus Lauf 2 wurde da- 
nach zu den Kugelchen gegeben und mit 30 \i\ 0,5 x SSC verdunnt. Das Gemisch wurde auf 94 D C er- 
hitzt und auf 50°C abkuhlen gelassen. Das Eluat wurde entfernt und die Kugelchen wurden dreimal in 
0,5 x SSC bei 55°C gewaschen. Die Kugelchen wurden danach in 20 \i\ 6H2O resuspendiert, hitzedena- 
turiert, und das Eluat mit der Bezeichnung «Runde 1-Eluat» ntfernt und aufbewahrt. 
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Zur Isoli rung der Tetrahymena-Bande wurde das Runde 1-Eluat mit d m Vorwarts-Primer K228 und 
den reversen Primer K227 mit der Sequenz 5'- 

CAATTCTC(AG)TA(AG)CA(GATC)(CG)(TA)(CT)TT(AGT)AT(GA)TC-3' (SEQ ID 

was dem DIKSCYD-Bereich entspricht. erneut amplifiziert. Die PCR-Reaktion n wurden wie vorstehend 
beschrieben durchgefuhrt. Die Reaktionsprodukte wurden auf ein m 5%igen Polyacrylamidgel aufge- 
trennt, die etwa 295 Nucleotide entsprechende Bande aus dem Gel ausgeschnitten und sequenziert. 

Der Clon mit der Bezeichnung 168-3 wurde sequenziert. Es wurde folgende DNA-Sequenz (ein- 
schliesslich der Primersequenzen) gefunden: 

GATTACTCCCGAAGAAAGGATCTTTCCGTCCAATCATGACTTTCTTAAGAAA 
GGACAAGCAAAAAAATATTAAGTTAAATCTAAATTAAATTCTAATGGATAG 
CCAACTTGTGTTTAGGAATTTAAAAGACATGCTGGGATAAAAGATAGGATA 
CTCAGTCTTTGATAATAAACAAATTTCAGAAAAATTTGCCTAATTCATAGAG 
AAATGGAAAAATAAAGGAAGACCTCAGCTATATTATGTCACTCTAGACATA 

AAGACTTGCTAC 

Eine zusatzliche Sequenz dieses Gens wurde mittels PCR erhalten, wobei ein neuer Primer verwen- 
det wurde, der so konstruiert war, dass er mit der Sequenz von 168-3 («K2-97» mit der Sequenz 5'- 
GAGTGACATAATATACGTGA-3'; paart und der Primer K231 (FFYXTE). Die Sequenz des aus dieser 
Reaktion erhaltenen Fragments, zusammen mit 1683 ist wie folgt (ohne die Primersequenzen): 

AAACACAAGGA.A.GGAAGTCAA.A.TATTCTATTACCGTAAACCAATATGGAA 
ATTAGTGAGTA.AATTA.ACTATTGTCAAAGTAAGAATTTAGTTTTCTGAAAAG 
AATAAATAAATGAAAAATAATTTTTATCAAAAAATTTAGCTTGAAGAGGAG 
AATTTGGAAAAA.GTTGAAGA.AAAATTGATACCAGAAGATTCATTTTAGAAA 

taccctcaaggaaagctaaggattatacctaaaaaaggatctttccgtcca 

atcatgactttcttaagaaaggacaagcaaaaaaatattaagttaaatcta 

aattaaattcta.atggatagccaacttgtgtttaggaatttaaaagacatg 

ctgggataaaagataggatactcagtctttgataataaacaaatttcagaa 

aaatttgcctaattcatagagaaatggaaaaataaaggaagacctcagcta 

tattatgtcactcta 

Die diesem DNA-Fragment entsprechende Aminosauresequenz ist: 

KHKEGSQIFYYRKPIWKLVSKLTIVKVRIQFSEKNKQMKNNFYQKIQLEEENLE 
KVEEKLIPEDSFQKYPQGKLRJIPKKGSFRPIMTFLRKDKQKN1KLNLNQILNIDS 
QLVFRNLKDMLGQKIGYSVFDNKQISEKFAQFIEKWKNKGRPQLYYVTL 

Diese Aminosauresequenz wurde gegen andere Telomerase-Gene (EST2p und Euplotes) ausgerich- 
tet. Die Ausrichtung ist in Fig. 53 gezeigt. Eine «<Consensus»-Sequenz ist in dieser Figur ebenfalls ge- 
zeigt. 
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P. Identifizierung von T lomerase-Sequenzen von Schizosaccharomyces pombe 

In diesem Beispiel wurde die tezl-Sequenz von S. pombe als ein Homologes von p123 von E. a di- 
culatus und Est2p von S. cerevisiae identifiziert. 
5 Fig. 55 zeigt eine Zusammenfassung dieser Experimente. In dieser Figur zeigt der obere Bereich 
(Teil A) die Beziehung zwischen den beiden uberlappenden genomischen Clonen und den Bereich von 
5825 bp, der sequenziert wurde. Die mit «tez1» bezeichnete Region entspricht dem Protein codieren- 
den Bereich, wobei auch die flahkierenden Sequenzen gezeigt sind. Die Box unterhalb des Bereichs 
von 5825 bp ist ein Hindi! I-Fragment von etwa 2 kb, das zur Herstellung des tezl-Disruptionskonstrukts, 
10 wie nachstehend beschrieben, verwendet wurde. 

Die untere Halfte von Fig. 55 (Teil B) ist ein «aufgeschlusseltes» Schema des gleichen DNA-Be- 
reichs. Die als «Original-PCR»> bezeichnete Sequenz ist das ursprungliche degenerierte PCR-Fragment, 
das mit dem degenerierten Oligonucleotid-Primerpaar erzeugt wurde, das auf der Basis der Sequenz 
von Motiv 4 (B') und Motiv 5 (C) von Euplotes, wie in den vorstehenden Beispielen beschrieben, ent- 
15 worfen worden war. 

i) PCR mit degenerierten Primern 

Eine PCR unter Verwendung der genetischen Primer wurde verwendet, urn in S. pombe das zu p123 

20 von E. aediculatus homologe Protein zu finden. Fig. 56 zeigt die Sequenzen der in dieser Reaktion ver- 
wendeten degenerierten Primer (bezeichnet als «poly 4» und «poly 1 »). Die PCR-Laufe wurden unter 
den gleichen Pufferbedingungen wie in den vorstehenden Beispielen beschrieben durchgefuhrt (siehe I 
beispielsweise den vorstehendenTeil K) mit einer Sminutigen «ramp»-Zeit von 94°C,wonach sich Cyclen 
fur jeweils 30 Sekunden bei 94°C, 45 Sekunden bei 50°C und Sekunden bei 72°C anschlossen, dann 7 

25 Minuten bei 72°C, und anschiiessend wurde das Reaktionsgemisch bei 4°C aufbewahrt. Die PCR-Laufe 
wurden unterunterschiedlichen Bedingungen durchgefuhrt (d.h. verschiedene Konzentrationen an DNA 
von S. pombe und verschiedene MgCb-Konzentrationen). Die PCR-Produkte wurden auf Agarosegelen 
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid wie vorstehend beschrieben angefarbt. Verschiedene PCR-Laufe 
ergaben die Produktion von 3 Banden (mit «T» t «M1» und «B») bezeichnet). Diese Banden wurden un- 

30 ter den gleichen Bedingungen wie vorstehend beschrieben erneut amplifiziert und auf Gelen aufge- 
trennt. Nach dieser erneuten Amplifikation wurden vier Banden beobachtet («T» t >»M1», «M2» und «B»). 
wie in Fig. 57 gezeigt. Diese vier Banden wurden dann unter den gleichen Bedingungen wie vorstehend 
beschrieben erneut amplifiziert. Die dritte Bande von dem oberen Bereich der Spur in Fig. 57 wurde als 
eine Bande identifiziert, die die richtige Sequenz fur ein Telomerase-Protein enthielt. Es zeigte sich, 

35 dass das mit M2 bezeichnete PCR-Produkt zu anderen Telomerase-Proteinen relativ gut passt, wie dies 
in Fig. 58 gezeigt ist. Zusatzlich zu der gezeigten Ausrichtung zeigt diese Figur auch die tatsachliche 
Sequenz von tezl. In dieser Figur bezeichnen Sternchen Reste, die alle vier Sequenzen gemeinsam 
haben (Oxytricha «OT»; E. aediculatus «Ea_p123», S. cerevisiae «Sc_p103» und M2), und die Kreise 
(d.h. Punkte) kennzeichnen ahnliche Aminosaurereste. 

40 

ii) 3'-RT-PCR 

Urn eine zusatzliche Sequenzinformation zu erhalten, wurden 3- und 5'-RT-PCR an dem in Fig. 58 
angegebenen Telomerase-Kandidateh durchgefuhrt. Fig. 59 zeigt ein Schema der verwendeten 3'-RT- 

45 PCR-Strategie. Zuerst wurde mittels des Oligonucleotidprimers «Qr» (5'-CCA GTG AGC AGA GTG ) 
ACG AGG ACT. CGA GCT CAA GCT TTT TTT TTT TTT TT-3'; aus mRNA cDNA prapariert, danach 
diese cDNA als eine Matrize fur OCR mit «Qo» (5'-CCA GTG AGC AGA GTG ACG-3'; verwendet und 
ein Primer auf der Basis der ursprunglichen degenerierten PCRReaktion entworfene, (d.h. «M2-T» mit 
der Sequenz 5'-G TGT CAT TTC TAT ATG GAA GAT TTG ATT GAT G-3'). Die zweite PCR-Reaktion 

50 (d.h. «nested» PCR) wurde mit «Qi» (5'-GAG GAC TCG AGC TCA AGC-3'); und einem weiteren PCR- 
Primer, der mit einer Sequenz entworfen wurde, die von der ursprunglichen degenerierten PCR-Reakti- 
on stammte Oder «M2-T2» mit der Sequenz 5'-AC CTA TCG TTT ACG AAA AAG AAA GGA TCA 
GTG-3'; durchgefuhrt. Die in dieser PCR verwendeten Puffer entsprachen den vorstehend beschriebe- 
nen, wobei die durchgefuhrte Amplifikation mit einem Sminutigem «ramp up» bei 94°C begann, wonach 

55 sich 30 Cyclen von jeweils 30 Sekunden bei 94°C, 30 Sekunden bei 55°C und 3 Minuten bei 72°C an- 
schlossen, danach wurde 7 Minuten bei 72°C inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden bis zu ihrer Ver- 
wendung bei 4°C aufbewahrt. 

iii) Screenen von genomischen und cDNA-Banken 

60 

Nach Erhalt dieser zusatzlichen Sequenzinformation wurden verschiedene genomische und cDNA- 
Banken gescreent, urn somit alle Banken identifizieren zu konnen, die diesen Kandidaten fur das Telo- 
merase-Gen enthielten. Die verwendete Vorgehensweise sowie die Genbanken und Ergebnisse sind in 
Fig. 60 gezeigt. In dieser Figur werden in Teil A die in diesem Experiment getesteten Genbanken auf- 
65 gezahlt; Teil B zeigt die verwendeten Bereiche; die Teile C und D zeigen die mit diesen Banken erhal- 
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tenen Ergebnisse der Dot-Blot-Hybridisierung. Positiv Banken wurden dann zum Erhalt des genomi- 
schen tezl-Gens und einer cDNA- Version des tezl-Gens durch Koloniehybridisierung gescreent In die- 
sem Experiment wurden etwa 3 x 10 4 Kolonien von der genomischen Hindlll-Bank g screent und es 
konnten sechs positive Clone identifiziert werden ( twa 0,01%). Danach wurde DNA von zwei unabhan- 

5 gigen Clonen (A5 und B2) prapariert. Fig. 61 zeigt die mit den Hindlll-gespaltenen positiven genomi- 
schen Clone A5 und B2 rhaltenen Ergebnisse. 

Zusatzlich wurden cDNA-REP-Banken verwendet. Es wurden etwa 3 x 10 s Kolonien gescreent und 
es konnten 5 positive Clone (0,002%) identifiziert werden. Von drei unabhangigen Clonen (2-3 ? 4-1 und 
5-20) wurde DNA prapariert. In spateren Experimenten wurde herausgefunden, dass 2-3 und 5-20 

10 identische Insertionen enthielten. 

iv) 5'-RT-PCR 

Da die cDNA-Version des Genprodukts bis zu diesem Punkt nicht vollstandig war, wurde zum Erhalt 
15 eines Clons vollstandiger Lange eine 5'-RT-PCR durchgefuhrt. Die Strategic ist schematisch in Fig. 62 
gezeigt. Bei diesem Experiment wurde cDNA prapariert mittels des DNA-Oligonucleotid-Primers «M2-B» 
(5'-CAC TGA TCC TTT CTT TTT CGT AAA CGA TAG GT-3'); und «M2-B2» (5'-C ATC AAT CAA ATC 
TTC CAT ATA GAA ATG ACA3'); die anhand von bekannten und bereits fruher identifizierten Bereichen 
von tez1 entworfen worden waren. Ein Oligonucieotid-Linker «PCR Adapt Sfil» mit einem phosphorylier- 
20 ten 5'-Ende («P») (p-GGG CCG TGT TGG CCT AGT TCT CTG CTC3'); wurde danach mit dem 3'- 
Ende dieser cDNA ligiert und dieses Konstrukt wurde als die Matrize fur eine «nested»-PCR verwendet. 
In der ersten PCR-Runde wurden PCR Adapt SFI und M2-B als Primer verwendet. In der zweiten Run- 
de wurde PCR Adapt Still (5-GAG GAG GAG AAG AGC AGA GAA CTA GGC CAA-CAC GCC CC-?); 
und M2-B2 (5'-ATC AAT CAA ATC TTC CAT ATA GAA ATG ACA-3'); als Primer verwendet. 
25 «Nested»-PCR wurde zur Steigerung der Spezifitat der Reaktion verwendet. 

v) Sequenzausrichtunaen 

Nachdem die Sequenz von tez1 bestimmt war, wurde sie mit bereits fruher beschriebenen Sequen- 
30 zen verglichen. Fig. 63 zeigt die Ausrichtung von reverser Transkriptase (RT)-Domanen von katalyti- 
schen Telomerase-Untereinheiten von S. pombe («S.p. Tez1p»), S. cerevisiae «S.c. Est2p»), und E. 
aediculatus p123 (E.a. p123»). In dieser Figur bezeichnet «h» hydrophobe Reste, «p» kleine polare Re- 
ste und «c» geladene Reste. Die uber der Ausrichtung angegebenen Aminosaurereste zeigen das 
«Consensus»-RT-Motiv von Y. Xiong und T.H. Eickbush (Y. Xiong und T.H. Eickbush, EMBO J. 9 
35 (1990) 3353-3362). Die Sternchen bezeichnen die Reste, die in alien drei Proteinen konserviert sind. 
«Motiv 0» wurde hier als ein Motiv identifiziert, das spezifisch fur diese Telomerase-Untereinheit ist und 
im allgemeinen in reversen Transkriptasen nicht gefunden wird. Es ist somit wertvoll, urn andere Amino- 
sauresequenzen als gute Kandidaten fur katalytische Telomerase-Untereinheiten identifizieren zu kon- 
nen. 

40 Fig. 64 zeigt die Ausrichtung der gesamten Sequenzen von Euplotes («Ea_P123»), S. cerevisiae 
(«Sc_Est2P») und S. pombe («Sp_Tez1p»)- In Teil A kennzeichnen schattierte Bereiche Reste, die bei- 
de Sequenzen gemeinsam haben. In Teil B bezeichnen schattierte Bereiche Reste, die alle drei Se- 
quenzen gemeinsam haben. 

45 vi) Genetische Disruption von tez1 

In diesem Beispiel wurden die Auswirkungen einer Disruption von tez1 untersucht. Da Telomerase an 
der Telomer-Beibehaltung beteiligt ist, wurde davon ausgegangen, dass, falls tez1 tatsachlich ein Telo- 
merase-Bestandteil ist, die Disruption von tez1 zu einer graduellen Telomer-Verkurzung fuhren sollte. 
50 In diesen Experimenten wurde zur spezifischen Disruption des tezl-Gens in S. pombe homologe Re- 
kombination verwendet. Diese Vorgehensweise ist schematisch in Fig. 65 gezeigt. Wie in Fig. 65 ange- 
geben, wurde Wild-Typ-tez1 gegen ein Fragment, das den ura4- oder LEU2-Marker enthielt, ausge- 
tauscht. 

Die Disruption des tezl-Gens wurde durch PCR bestatigt (Fig. 66) und ein Southern-Blot wurde zur 
55 Oberprufung der Telomer-Lange durchgefuhrt. Fig. 67 zeigt die Southern-Blot-Ergebnisse dieses Experi- 
ments. Da eine Apal-Restriktionsenzymstelle im unmittelbaren Anschluss zu einer Telomer-Sequenz in 
S. pombe vorhanden ist, erlaubt die Spaltung von genomischen DNA-Praparationen von S. pombe die 
Analyse der Telomer-Lange. Somit wurde DNA von S. pombe mit Apal geschnitten, die Spaltprodukte 
wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt und diese dann mit einer fur eine Telomer-Sequenz spezifi- 
60 schen Sonde hybridisiert, urn so herauszufinden, ob die Telomere der disruptierten S. pombe-Zellen 
verkurzt waren. Die Ergebnisse sind in Fig. 67 gezeigt. Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen 
werden, dass eine Disruption des tezl-Gens eine Verkurzung der Telomere bewirkte. 
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Q. Clonierung und Charakterisierung von menschlichem Telomerase-Prot in und -cDNA 

In di sem Beispiel wurde die Information bezuglich der Nucleinsauresequenz und Aminosaurese- 
quenz fur menschliche Telom rase ermittelt. Partiell homologe Sequenzen wurden zuerst mittels iner 
BLAST-Suche identifiziert, die mittels der Euplotes 123 kD-Peptid- und Nucleinsauresequenzen sowie 
der Sequenzen des Schizosaccharomyces-Proteins und der korrespondierenden cDNA (tezl)-Sequenz. 
Die menschlichen Sequenzen (auch mit «hTCP1.1» bezeichnet) wurden von einem partiellen cDNA- 
Clon ermittelt (Clon 712562). Sequenzen von diesem Clon wurden gegen die wie in vorherigen Beispie- 
len beschrieben bestimmten Sequenzen ausgerichtet. 

Fig. 1 zeigt die Sequenzausrichtung von Euplotes («p123») Schizosaccharomyces (»tez1»), Est2p 
(d.h. das von der Est2-Nucleinsauresequenz codierte Protein von S. cerevisiae, das hier auch mit 
«L8543. 12" bezeichnet wird) und dem in dieser Vergleichssuche identifizierten menschlichen Homolo- 
gen. Fig. 51 zeigt die Aminosauresequenz von tez1 und Fig. 52 die DNA-Sequenz von tezl. In Fig. 52 
sind die Introns und andere nicht codierende Bereiche mit kleinen Buchstaben dargestellt und die 
Exons (d.h. codierenden Bereiche) in Grossbuchstaben. 

Wie in Fig. 75 gezeigt, gibt es Bereiche, die unter diesen Proteinen hochkonserviert sind. Beispiels- 
weise zeigt sich in dieser Figur, dass es Identitatsbereiche «Motiv 0», «Motiv 1», «Motiv 2» und «Motiv 
3» gibt. Die identischen Aminosauren sind durch ein Stemchen (*) gekennzeichnet und die ahnltchen 
Aminosaurereste durch einen Kreis (•). Dies zeigt, dass es Bereiche innerhalb der Telomerase-Motive 
gibt, die innerhalb einer grossen Anzahl von Eukaryoten, die von der Hefe uber Ciliate bis zum Men- 
schen reichen, konserviert sind. Es wird davon ausgegangen, dass weitere Organismen ebenso solche 
konservierten Sequenzbereiche enthalten. Fig. 49 zeigt die partielle Aminosauresequenz des Clons, der 
menschliche Telomerase-Motive codiert und Fig. 50 die korrespondierende DNA-Sequenz des Genbank- 
Clons #AA281296. 

Urn die Information uber die Sequenz des Genbank-Clons #AA281296 zu vervollstandigen wurden 
die Sanger-Didesoxy-Sequenzierung und andere auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren angewandt. 
Einige der bei der Sequenzierung verwendeten Primer sind in Tabelle 7 gezeigt. Diese Primer wurden 
so entworfen, dass sie mit dem Clon (GenBank-Zugangsnummer #AA281296) hybridisieren; dies basier- 
te auf Sequenzkomplementaritat entweder zu der Sequenz des Plasmidruckgrats oder der Sequenz der 
insertion der menschlichen cDNA im Clon. 



112 



CH 689 672 A9 



Tabelle 7 Primer 



5 


Primer 


Sequenz 




TCP1.1 


GTGAAGGCACTGTTCAGCG 


10 


TCP 1.2 


GTGGATGATTTCTTGTTGG 




TCP 1.3 


ATGCTCCTGCGTTTGGTGG 


15 


TCP 1.4 


CTGGACACTCAGCCCTTGG 


TCP1.5 


GGCAGGTGTGCTGGACACT 




TCP 1.6 


TTTGATGATGCTGGCGATG 


20 


TCP1.7 


GGGGCTCGTCTTCTACAGG 




TCP1.8 


CAGCAGGAGGATCTTGTAG 




TCP1.9 


TGACCCCAGGAGTGGCACG 




TCP1.10 


TCAAGCTGACTCGACACCG 


30 


TCP1.11 


CGGCGTGACAGGGCTGC 




TCP1.12 


GCTGAAGGCTGAGTGTCC 


35 


TCP1.13 


TAGTCCATGTTCACAATCQ 



Anhand dieser Experimente wurde herausgefunden, dass die EcoRI-Notl-lnsertion des Genbank- 
Clons #AA281296 nur einen partiellen offenen Leserahmen fur, das menschliche Telomerase-Protein 
enthalt, allerdings konnte er ein aktives Fragment dieses Proteins codieren. Der offene Leserahmen im 

40 Clon codiert ein Protein von etwa 63 kD. Die Sequenz des langsten ermittelten offenen Leserahmens ist 
in Fig. 68 gezeigt. Der offene Leserahmen (ORF) beginnt an dem ATG-Codon mit dem in der Figur ge- 
kennzeichneten «met»>. Der poly-A-Schwanz am 3'-Ende der Sequenz ist ebenfalls gezeigt. Fig. 69 zeigt 
eine vorlaufige Ausrichtung von reverser Transkriptase-Proteinen von Telomerase von der menschlichen 
Sequenz (menschliches Telomerase «Core Protein 1», «HS TCP1»). E- aediculatus p123 («Ep p123>»), 

45 S. pombe tez1 («Sp Tez1»). S. cerevisiae EST2 («Sc Est2») und der «Consensus»»-Sequenz. In dieser 
Figur sind verschiedene Motive angegeben. 

Urn einen vollstandigen Clon zu erhalten, wurden die Hybridisierung einer cDNA-Bank und 5'-RACE 
durchgefuhrt, urn so Clone zu erhalten, die Bereiche von bisher nicht clonierten Bereichen codieren. In 
diesen Experimenten wurde zur Erzeugung von Material fur eine Sequenzanalyse RACE angewandt 

50 (schnelle Amplifikation von cDNA-Enden, "Rapid Amplification of cDNA Ends»; siehe z.B. M. A. Froh- 
man, «RACE: Rapid Amplification of cDNA Ends» ( in Innis et al. (Herausg.) PCR-Protocols: A Guide to 
Methods and Applications (1990) S. 2838, und Frohman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 85 (1988) 8998- 
9002). Vier solcher Clone wurden erzeugt und zur Bereitstellung zusatzlicher 5'-Sequenzinformation 
(pFWRPS, 6, 19 und 20) verwendet. 

55 Zusatzlich wurden menschliche cDNA-Banken (in lambda inseriert) mit dem EcoRI-Notl-Fragment des 
Clons (#AA281296) hybridisiert. Ein lambda-Clon mit der Bezeichnung «lambda 25-1.1 »> (ATCC-Zu- 
gangsnummer #209024) wurde gefunden, der komplementare Sequenzen enthielt. Fig. 75 zeigt eine 
Restriktionskarte dieses lambda-Clons. Die Insertion von humaner cDNA wurde von diesem Clon als ein 
EcoRI-Restriktionsfragment in die EcoRI-Stelle des im Handel erhaltlichen «phagemids»> 

60 pBluescriptllSK+ (Stratagene) subcloniert, wodurch das Plasmid «pGRN121» erzeugt wurde, das bei 
der ATCC hinterlegt wurde (ATCC-Zugangsnummer #209016). Vorlaufige Ergebnisse zeigten, dass das 
Plasmid pGRN121 die vollstandige Sequenz des offenen Leserahmens (ORF) enthalt, der das mensch- 
liche Telomerase-Protein codiert. 

Die cDNA-lnsertion von Plasmid pGRN121 wurde unter Verwendung von auf dem Fachgebiet be- 
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kannter Verfahren sequenziert. Fig. 70 zeigt eine Karte des Plasmids pGRN121 bezGglich Restriktions- 
steiien und Funktion, deren Bestimmung auf dieser vorlaufigen Arbeit basiert. Die Ergebnisse dieser 
vorlaufigen Sequenzanalyse sind in Fig. 71 gezeigt. Aufgrund dieser Analyse, und wie in Fig. 70 ge- 
zeigt, wurde eine v rmutliche Startstelle fur den codierenden Bereich bei einer Position, die etwa 50 

5 Nucleotide von der EcoRI-Stelle entfernt liegt, gefunden (bei Position 707 geiegen) und die Lage der 
Telomerase-spezifischen Motive «FFYVTE», «PKP», «AYD», «QG» und «DD». Zusatzlich wurde eine 
vermutliche Stopstelle bei Nucieotid #3571 gefunden (siehe Fig. 72). Fig. 72 zeigt die DNA-Sequenzen 
und entsprechenden Aminosauresequenzen fur die offenen Leserahmen in der Sequenz («a», «b» und 
«c»). Aufgrund der vorlaufigen Natur dieser fruhen Sequenzierungsarbeiten stellte sich jedoch heraus, 

10 dass die Leserahmen fur die verschiedenen Motive nicht richtig ausgerichtet sind. 

Eine zusatzliche mit pGRN121 durchgefuhrte Analyse ergab, dass das Plasmid signifikante Bereiche 
des 5'-Endes der codierenden Sequenzen enthielt, die auf dem Genbank-Clon mit der Zugangsnummer 
#AA28T296 nicht vorhanden sind. Es stellte sich weiterhin heraus, dass pGRN121 eine Variante der co- 
dierenden Sequenz enthalt, die eine Insertion von etwa 182 Nucleotiden enthalt. Es zeigte sich, dass 

15 diese Insertion in dem Genbank-Clon mit der Zugangsnummer #AA281296 fehlt. Solche Varianten kon- 
nen wie die E. aediculatus-Sequenzen in funktionellen Assays getestet werden, beispielsweise Telome- 
rase-Assays, urn so das Vorhandensein einer funktionellen Telomerase in einer Probe nachweisen zu 
konnen. 

Durch eine weitere Sequenzanalyse konnte die cDNA-Sequenz von pGRN121 bestimmt werden, wo- 
20 bei ein zusammenhangender offener Leserahmen gefunden wurde, der ein Protein mit einem Molekular- 
gewicht von etwa 127 000 Dalton und 1132 Aminosauren, wie in Fig. 74 gezeigt, codiert. Eine auf die- 
ser Analyse basierende verbesserte Karte von pGRN121 ist in Fig. 73 gezeigt. Die Ergebnisse der zu- ! 
satzlichen Sequenzanalyse der hTRT-cDNA sind in Fig. 16 gezeigt. 

25 Beispiel 2 

Die Korrelation von hTRT-Haufigkeit und Zellunsterblichkeit 

Die relative Haufigkeit von hTRT-mRNA wurde in sechs Stammen von Telomerase-negativen sterbli- 

30 chen Zellen und sechs Zellinien von Telomerase-positiven unsterblichen Zellen bewertet (Fig. 5). Der 
Fliessgleichgewicht kleinere Spiegel von hTRT-mRNA war in unsterblichen Zellen, fur die fruher gezeigt 
werden konnte, dass sie aktive Telomerase besitzen, signifikant erhoht. Niedrigere Spiegel der hTRT- 
mRNA wurden in einigen Stammen Telomerase-negativer Zellen entdeckt. 

Es wurde RT-PCR fur hTRT, hTR, TP1 (Telomerase-assoziiertes Protein, das mit Tetrahymena p80 

35 verwandt ist (Harrington et al., Science 275 (1997) 973 und Nakayama et al., Cell 88 (1997), 875)) und 
GAPDH (urn fur gleiche Mengen an RNA-Matrize zu normalisieren) mit RNA ausgefuhrt, die von den 
folgenden Zellen stammte: (1) Menschliche fotale Lungenfibroblasten GFL, (2) menschliche fotale Haut- 
fibroblasten GFS, (3) erwachsene Prostata Stromal- Fibroblasten 31 YO, (4) menschliche fotale Kniesyn- 
ovial-Fibroblasten HSF, (5) neonatale Vorhaut-Fibroblasten Bi, (6) menschliche fotale Lungenfibroblasten 

40 IMR90 und die immortalisierten Zellinien: (7) Melanom LOX IMVI, (8) Leukamie U251, (9) Lungenkrebs 
NCI H23, (10) Colon-Adenocarcinom SW620, (11) Brusttumor MCF7, (12) 293 Adenovirus-EI-transfor- 
mierte menschliche embryonale Nierenzellinie. 

hTRT-Nucleinsaure wurde von cDNA mittels der Oligonucleotid-primer LT5 und LT6 amplifiziert (Ta- 
belle 2) mit insgesamt 31 Cyclen (94°C 45 s, 60°C 45 s, 72'C 90 s). GAPDH wurde mittels des Primers 

45 K136 (CTCAGACACCATGGGGAAGGTGA) und K137 (ATGATCTTGAGGCTGTTGTCATA) mit insge- 
samt 16 Cyclen amplifi ziert (94*C 45 s, 55 3 C 45 s, 72°C 90 s). hTR wurde mit den Primern F3B 
(TCTAACCCTAACTGAGAAGGGCGTAG) und R3c (GTTTGCTCTAGAATGAACGGTGGAAG) mit insge- 
samt 22 Cyclen amplifiziert (94°C 45 s, 55°C 45 s, 72°C 90 s). TP1-mRNA wurde mit den Primern 
TP1.1 und TP1.2 in 28 Cyclen (die Cyclen waren die gleichen wie fur hTRT) amplifiziert. Die Reaktions- 

50 produkte wurden auf einem 8%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt, mit «SYBR Green» (Molecular Pro- 
bes) angefarbt und durch Scannen auf einem «Storm 860» (Molecular Dynamics) sichtbar gemacht. Die 
in Fig. 5 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass hTRT-mRNA-Spiegel direkt mit den Spiegeln an Telo- 
merase-Aktivitat in den getesteten Zellen korrelieren. 

55 Beispiel 3 

Charakterisierung einer hTRT-lntron-Sequenz 

Ein vermutetes Intron wurde zuerst durch PCR-Amplifikation menschlicher genomischer DNA, wie in 
60 diesem Beispiel beschrieben, identifiziert und das Ergebnis wurde im Anschluss daran durch Sequenzie- 
rung des genomischen Clons XG<d5 (siehe Beispiel 4) bestatigt. PCR-Amplifikation wurde mittels des 
Vorwarts-Primers TCP1.57 durchgefuhrt, der in Kombination mit den einzelnen reversen Primern 
TCP1.46, TCP1.48, TCP1.50, TCP1.52, TCP1.54, TCP1.56 und TCP1.58 kombiniert wurde (siehe Ta- 
belle 2). Die Produkte von genomischer DNA der Amplication mit TCP1.57/TCP1.46, TCP1.48, 
65 TCP1.50, TCP1.52, TCP1.54 Oder TCP1.56 waren etwa 100 Basenpaare langer als die Produkte der 
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pGRN121-Amplifikationen.' Die Amplication mit TCP1.j57/TCP1.58 war bei Verwendung genomischer 
DNA und pGRN121-DNA gleich. Dies zeigte, dass die genomische DNA eine Insertion zwischen den 
Stellen fur TCP1.58 und TCP1.50 enthielt. Die PCR-Produkte von TCP1.57/TCP1.50 und TCP1.57/ 
TCP1.52 wurden ohne Subclonierung mit den Primern TCP1.39, TCP1.57 und TCP1.49 direkt sequen- 
5 ziert 

Wie nachstehend gezeigt, ist die Intron-Sequenz von 104 Basen (SEQ. ID. Nr. 7) (Fig. 12) in der 
hTRT-mRNA (in Fettdruck gezeigt) an der Verbindung, die den Basen 274 und 275 von SEQ. ID. Nr. 1 
entspricht, inserted: 

10 CCCCCCGCCGCCCCCTCCTTCCGCCAG/GTGGGCCTCCCCGGGGTCGGCG 
TCCGGCTGGGGTTGAGGGCGGCCGGGGGGAACCAGCGACATGCGGAGAG 
CAGCGCAGGCGACTCAGGGCGCTTCCCCCGCAG/GTGTCCTGCCTGAAGG 

15 

AGCTGGTGGCCCG \GTGCTGCAG 

«/» kennzeichnet die Spleisspunkte, die Sequenz zeigt gute Ubereinstimmungen mit den «Consen- 
sus»-5'- und 3'-Spleisspunktsequenzen, die typisch fur menschliche Introns sind. 

Dieses Intron enthalt Motive, die charakteristisch fur eine Spaltstelle fur Topoisomerase II sind und 
eine NFKB-Bindungsstelle (siehe Fig. 21). Diese Motive sind teilweise deshalb von Interesse, da die Ex- 
pression von Topoisomerase II in den meisten Tumoren hoch reguliert ist. Topoisomerase II bewirkt 
eine Relaxierung von DNA durch Schneiden und erneutes Auffinden der DNA, wodurch die Expression 
bestimmter Gene erhoht wird. Es konnte gezeigt werden, dass Inhibitoren von Topoisomerase II als 
anti-Tumor-Agenzien wirken. Im Falle von NFKB konnte dieser Transkriptionsfaktor eine Rolle bei der 
Regulation von Telomerase wahrend der terminalen Differenzierung spielen. NFKB konnte eine Rolle 
spielen bei der fruhen Repression von Telomerase wahrend der Entwicklung und stellt somit ein weite- 
res Ziel fur eine therapeutische Intervention hinsichtlich der Regulierung von Telomerase-Aktivitat in Zel- 
len dar. 

Beispiel 4 

Clonierung des Lambda-phagen G<D5 und Charakterisierung von genomischen hTRT-Sequenzen 
35 a) Lambda G<t>5 

Eine menschliche genomische DNA-Bank wurde mittels PCR und Hybridisierung gescreent, wobei ein 
hTRT-RNA codierende Sequenzen enthaltender genomischer Clon gefunden wurde. Bei der Bank han- 
delt es sich urn eine genomische Bank von menschlichen Fibroblasten, die mittels DNA von W138 Lun- 
40 genfibroblastenzellen hergestellt wurde (Stratagene, Katalog #946204). In dieser Bank sind partielle 
Sau3AI-Fragmente in die Xhol-Stelle des Lambda-Vektors FIXRII (Stratagene) mit einer Insertionsgros- 
se von 9-22 kb inseriert. 

Diese genomische Bank wurde in Pools von jeweils 1 50 000 Phagen aufgeteilt und jeder Pool durch 
«nested» PCR gescreent (ausseres Primerpaar TCP1.52 & TCP1.57; inneres Primerpaar TCP1.49 & 

45 TCP1.50, siehe Tabelle 1). Diese Primerpaare umspannen ein vermutetes Intron (siehe das vorstehen- 
de Beispiel 3) in der genomischen DNA von hTRT und sie gewahrleisten, dass das PCR-Produkt von 
einer genomischen Quelle stammte und nicht von einer Verunreinigung durch den hTRTcDNA-Cloh. Po- 
sitive Pools wurden weiter aufgeteilt, bis ein Pool von 2000 Phagen erhalten wurde. Dieser Pool wurde 
mit niedriger Dichte ausplattiert und durch Hybridisierung mit einem DNA-Fragment, das die Basenpaare 

50 1552-2108 von SEQ. ID. Nr. 1 umfasst (Restriktionsstellen Sphl bzw. EcoRV) gescreent. 

Zwei positive Clone wurden isoliert und erneut Qber «nested» PCR wie vorstehend beschrieben ges- 
creent. Beide Clone waren am Rande der PCR positiv. Einer der Clone (XGo5) wurde mit Notl gespal- 
ten, wobei sich eine Insertionsgrosse von etwa 20 kb zeigte. Die nachfolgende Kartierung (siehe unten) 
ergab eine Insertionsgrosse von 15 kb und zeigte, dass der Phage Go5 etwa 13 kb an DNA stromauf- 

55 warts von der Startstelle der cDNA-Sequenz enthalt. 

Der Phage G<t>5 wurde mittels Restriktionsenzymspaltung und DNA-Sequenzierung kartiert. Die erhal- 
tene Karte ist in Fig. 7 gezeigt. Die Phagen-DNA wurde mit Ncol gespalten und die Fragmente in 
pBBS167 cloniert. Die erhaltenen Subclone wurden durch PCR gescreent, urn jene zu identifizieren, die 
Sequenzen enthalten, die dem 5'-Bereich der hTRT-cDNA entsprechen. Ein Subclon (pGRN140), der 

60 ein Ncol-Fragment von 9 kb (mit der hTRT-Gensequenz und 4 bis 5 kb der lambda-Vektor-Sequenz) 
enthielt, wurde partiell sequenziert, urn die Orientierung der Insertion zu bestimmen. pGRN 140 wurde 
zur Entfernung von lambda- Vektor-Sequenzen mit Sail geschnitten, wobei pGRN144 erhalten wurde. 
pGRN144 wurde danach sequenziert. Vorlaufige Ergebnisse der Sequenzierung sind in Fig. 76 gezeigt 
und die Ergebnisse einer weiteren Sequenzierung sind in SEQ. ID. Nr. 6 (Fig. 21) bereitgestellt. Das 
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5'-Ende der hTRT-mRNA entspricht der Base 2441 von SEQ. ID. Nr. 6 (Fig. 21). Wie in Fig. 7 gezeigt, 
li gen zwei Alu-Sequenzelemente 1700 Basenpaare stromaufwarts von d m 5'-Ende der hTRT-cDNA 
und diese liefern wahrscheinlich di stromaufwarts gelegene Grenze hinsichtlich des Promotorbereichs 
von hTRT. Die Sequenz besitzt auch ein Intron, das bei der Base 4173 (SEQ. ID. Nr. 6) (Fig. 21) liegt, 
5 3' gelegen zu dem in dem vorstehenden Beispiel 3 beschriebenen Intron. 

b) Zusatzliche aenomische Clone 

Zusatzlich zu dem vorstehend beschriebenen genomischen Clon werden zwei P1-Bacteriophagenclo- 
10 ne und ein menschlicher BAC-Clon als veranschaulichende erfindungsgemasse Ausfuhrungsformen be- 
reitgestellt. Die P1-lnsertionen haben gewohnlich eine Lange von 75 bis 100 kb und die BAC-lnsertio- 
nen ublicherweise von mehr als 100 kb. 

Die P1-Clone (DMPC-HFF#1-477(F6) -GS#15371 und DMPC-HEF#M103(H6) -GS#15372) wurden 
durch PCR-Screenen einer menschlichen P1-Bank erhalten, die von menschlichen Vorhaut-Fibroblasten- 
15 zellen stammte (Shepherd et al. t PNAS USA 91 (1994) 2629) wobei die Primer TCP1.12 und UTR2 
verwendet wurden, die das 3'-Ende von hTRT amplifizieren. Diese Clone waren beide negativ mit Pri- 
mern, die das 5'-Ende von hTRT amplifizieren (d.h. es fand keine Amplication statt). 

Der menschliche BAC-Clon (326 E 20) wurde mittels eines Hybridisierungs-Screenings einer mensch- 
lichen genomischen BAC-Bank mittels eines 1143 bp Sphl/Xmnl-Fragments von SEQ. ID. Nr. 1 (Basen 
20 1552-2695) erhalten, das den RT-Motivbereich umfasst. Es wird davon ausgegangen, dass dieser Clon 
das 5' enthalt. Es wird davon ausgegangen, dass die genomischen hTRT-Clone in diesem Beispiel das 
gesamte hTRT-Gen umfassen. j 

Beispiel 5 

25 

Chromosomale Lage des hTRT-Gens 

Das hTRT-Gen wurde auf dem Chromosom 5p durch «radiation hybrid»-Kartierung lokalisiert 
(Boehnke et a!., Am. J. Hum. Genet. 49 (1991) 1174 und Walter et al. t Nature Genet. 7 (1994) 22) un- 

30 ter Verwendung des «medium resolution Stanford G3 panel» von 83 RH-Clonen des gesamten mensch- 
lichen Genoms (erzeugt am Stanford Human Genome Center). Eine menschliche Lymphoblastoid-Zelli- 
nie (Donor; rM) wurde gegen 10 000 rad Rontgenstrahlen exponiert und dann mit nicht bestrahlten 
Hamster-Rezipientenzeilen (A3) fusioniert. 83 unabhangige Hybridclone aus somatischen Zellen wurden 
isoliert, wobei jeder Clon ein Fusionsereignis zwischen einer bestrahlten Donorzelle und einer Hamster- 

35 Rezipientenzetle darstellt. Die DNA von Tafel G3 wurde zum Ordnen von Markern in dem gewunschten 
Bereich sowie zur Etablierung der Entfernung zwischen diesen Markern verwendet. 

Die fur die RH-Kartierung verwendeten Primer waren TCP1.12 und UTR2, wobei 45 Cyclen mit Taq- 
Puffern von Boehringer Mannheim und Taq-Polymerase von Perkin-Elmer verwendet wurden, jeweils 45 
Sekunden 94°C, 45 Sekunden 55°C und 45 Sekunden 72°C. Die 83 Pools wurden unabhangig vonein- 

40 ander amplifiziert und 14 (17%) waren positiv hinsichtlich hTRT (durch Auftreten einer Bande von 346 
bp). Die Amplifikationsergebnisse wurden dem «Stanford RH server** eingegeben, der dann die Karten- 
position 5p und den nachsten Marker, STS D5S678 lieferte. 

Durch Abfragen der «Genethon genom mapping** - web site konnte bei der Kartierung ein YAC iden- 
tifiziert werden, das den STS-Marker D5S678 enthalt: CEPH YAC 780_C_3, Grosser 390 660 kb. Die- 

45 ses YAC enthielt auch Marker fur das Chromosom 17. Dieses Ergebnis zeigte an, dass sich das hTRT- ) 
Gen auf Chromosom 5 befindet, nahe dem Telomer-Ende. In einer Reihe von Tumoren gibt es erhohte 
Kopienanzahlen fur 5p. Das Katzenschrei- Syndrom wurde auch zu Deletionen in diesem Bereich kar- 
tiert. 

50 Beispiel 6 

Entwurf und Konstruktion von Vektoren zur Expression von hTRT-Proteinen und -Polynucleotiden 
Expression von hTRT in Bakterien 

55 

Das folgende Beispiel beschreibt ausfuhrlich den Entwurf von hTRT-exprimierenden bakteriellen Ex- 
pressionsvektoren, mit denen grosse Mengen an biologisch aktivem hTRT mit vollstandiger Lange 
(SEQ. ID. Nr. 2) hergestellt werden konnen. Die Erzeugung von biologisch aktivem hTRT-Protein auf 
diese Weise ist von Nutzen fur die Telomerase-Rekonstitutionsassays, fur die Untersuchung von Modu- 
60 latoren von Telomerase-Aktivitat, fur die Analyse der Aktivitat von neu isolierten Spezies von hTRT, zur 
Identifizierung und Isolierung von Verbindungen, die spezifisch mit hTRT assoziieren, fur die Analyse 
der Aktivitat iner hTRT-Proteinvariante, die, wie vorstehend beschrieben, ortssp zifisch mutiert wurde, 
und als ein Immunogen, urn nur einige Beispiele zu nennen. 
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Der bakterielle Expressionsvektor pThioHis A/hTRT 

Um grosse Mengen an hTRT (SEQ. ID. Nr. 2) mit vollstandiger Lange herstellen zu konnen, wurde 
der bakt rielle Expressionsvektor pThioHis A (Invitrogen, San Diego, CA) als Expressionssystem ausge- 
wahlt. Die hTRT-codierende Insertion enthalt die Nucleotide 707 bis 4776 der hTRT-lnsertion im Plas- 
mid pGRN121 (SEQ. ID. Nr. 1). Diese Nucleotidsequenz enthalt die vollstandig codierende Sequenz 
des hTRT-Proteins (SEQ. ID. Nr. 2). 

Dieser erfindungsgemasse Expressionsvektor kann fur induzierbare Expressionen in Bakterien ent- 
worfen werden. Die Induktion der Expression kann erfolgen, um in E. coli hohe Spiegel eines Fusions- 
proteins zu codieren, das aus einer spaltbaren, «HIS-tagged» Thioredoxineinheit und dem hTRT-Protein 
mit vollstandiger Lange zusammengesetzt ist. Die Verwendung des Expressionssystems erfolgte im we- 
sentlichen gemass den Anleitungen des Herstellers. Die Aminosauresequenz des von dem erfindungs- 
gemassen erhaltenen Vektor-codierten Fusionsproteins wird nachfolgend gezeigt: (•*-) kennzeichnet eine 
Spaltstelle fur Enterokinase; 

MSDKIIHLTDDSFD7DVLKADGAILVDFWAHWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAX 
LRIDHNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGDD 
DDK- * -VPMHELEIFEFAAASTQRCVLLRTWEALAPATPAMPEIAPRCRAVRSLLRSHY 
RE VL P LAT FVRRLG PQGWRLVQRGD P AAFRAL VAQCL VCVP WDARP P PAAPS FRQVS C 
LKELVARVLQRLCERGAKNVLAFGFALLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGS 
G AWGLLLRR VGD D VL VHLLARC AL FVL VAP S C A YQ VCG P P L YQ LG AATQ AR P P PHASG 
PRRRLGCERAWNKS'/REAGVPLGLPAPGARRRGGSASRSLPLPKRPRRGAAPEPERT? 
VGQGSWAHPGRTRGPSDRGFCWSPARPAEEATSLEGALSGTRKSHPSVGRQHHAG?? 
STSR?PRPWDT?C??VYAETKHFLYSSGDKEQLRPSr LLSSLRPSLTGARRLVETIFL 
GSRPWMPGTPRRLPRLPQRYWQMRPLFLELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLRAAVTPAAG 

VCAREKPQGSVAAPEEEDTDPRRLVQLLRQHSSPWQVYGFVRACLRRLVPPGLWGSRH 

NERRFLRNTKKFI5LGKrL\XLSLCSLTWK>!SV^ 

LAKFL^rWLMSVYVVELLRSFFYVTETTFQKNRLFFYRKS 

RELSEAEVRQHREARPALLTSRLRFIPKPDGLRPIVNMDYWGARTFRREKRAERLT3 
RVKALFSVL^ERARRPGLLGASVLGLDDIHmWRTFVLRVRAQDPPPELYFVKVDVT 
GAYDTIPQDRLTEVIASIIKPQNTYCVRRYAVVQKAAHGHVRKAFKSHVSTLTDLQPY 
MRQFVAKLQETSPLRDAVVIEQSSSLNEASSGLFDVFLRFMCHHAVRIRGXSYVQCQG 
IPQGSILSTLLCSLCYGDMENKLFAGIRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTHAKTFLRTLV 
RGVPEYGCWNLRKTWNFPVEDEALGGTAFVQMPAHGLFPWCGLLLDTRTLEVQSDY 
SSYARTSIRASLTFNRGFKAGRNMRRKLFGVLRLKCHSLFLDLQVNSLQTVCTNIYKI 
LLLQAYRFKACVLQLPFHQQVWXNPTFFLRVISDTASLCYSILKAKNAGMSLGAKGAA 
GPLPSSAVQWLCHQAFLLKLTRHRVTYVPLLGSLRTAQTQLSRKLPGTTLTALEAAAN 
PALPSDFXTILD 
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pGEX-2TK mit den hTRT-Nucleotiden 3272 bis 4177 von pGRN121 

Dieses erfindungsgemasse Konstrukt wird fur die Herst Hung von Fusionsprotein verwendet, bei- 
spielsweise urn polyclonal und monoclonale Antikdrper gegen das hTRT-Protein erhalten zu konnen. 

5 Fragmente von hTRT konnen auch fur andere Zwecke verwendet verwendet werden, beispielsweise zur 
Modulation von Telomerase-Aktivitat, z.B. als eine dominant-negativ Mutante Oder um die Assoziierung 
von Telomerase mit anderen Proteinen oder Nucleinsauren zu verhindern. 

Zur Produktion grosser Mengen eines hTRT-Proteinfragments wurde der E. coli-Expressionsvektor 
pGEX-2TK (Pharmacia Biotech, Piscataway N.J.) ausgewahlt und im wesentlichen nach den Anleitun- 

10 gen des Herstellers verwendet. Damit wurde ein erfindungsgemasses Expressionssystem hergesteilt. 
Das erhaltene Konstrukt enthalt eine Insertion, die von den Nucleotiden 3272 bis 4177 der hTRT-lnserti- 
on im Plasmid pGRN121 stammt. Der Vektor steuert die Expression von hohen Spiegeln eines Fusions- 
proteins in E. coli, das aus der Glutathion-S-Transferase-Sequenz (nachstehend unterstrichen), der 
Spalt-Sequenz fur Thrombin (doppelt unterstrichen), der Erkennungssequenz fur Herzmuskel-Proteinki- 

15 nase (kursiv), durch Clonierung eingefuhrte Reste (in Klammern, GSVTK) und dem hTRT-Proteinfrag- 
ment (in Fettdruck) (SEQ. ID. Nr. 38) wie nachfolgend gezeigt, zusammengesetzt ist: 

MSPILGYWXIXGLVOPTRLLL EYLg^ 
2Q I DGD VKLTOS MA 1 1 R Y I AD KKNMLGGCP K S 1 S MLEGAVL D I RYGV SR T AYS '<D ^ ? 

TLKVT)?LSKLPEMLKM?SDRLCHKTYLNGnV VTHPDF MLYD 

KLVCrKKRZSAIPOIDKYLKSSKY^ f 
GSVTK] IPQGSILSTLLCSLCYGDMENKLFAGIRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTHAKT 

25 FLRTLVRGVPEYGCVVNLRKTVVNPPVEDEALGGTAFVQMPAHGLFPWCGLLLDTRTIi 
EVQSDYSSYARTSIRASVTFNRGFKAGRNMRRKLFGVTiRLKCHSLFLDLQVNSLQTVC 
TNIYKILLLQAYRFHACVLQLPFHQQVWKNPTFFLRVISDTASLCYSILKAKNAGMSL 
GAKGAAGPLPSEAVQWLCHQAFLLKLTRHRVTYVPLLGSLRTAQTQLSRKLPGTTLTA 

30 LEAAANPALPSDFKTILD 

Bei der Expression dieses Fusionsproteins wurden unlosliche Aggregate gebildet. Es wurde allgemein 
wie vorstehend im Abschnitt «Reinigung von Proteinen aus Einschlusskdrperchen» behandelt. Dabei 

35 wurden induzierte Zellen in PBS (20 mM Natriumphosphat, pH-Wert 7,4 und 150 mM NACI) suspendiert 
und durch Ultraschallbehandlung aufgebrochen. NP-40 wurde bis zu 0,1% zugegeben und das Gemisch 
30 Minuten bei 4°C unter leichtem Mischen inkubiert. Das unlosliche Material wurde durch 30minutige 
Zentrifugation mit 25 000 g bei 4°C gewonnen. Das unlosliche Material wurde einmal in 4 M Harnstoff 
in PBS gewaschen, durch Zentrifugation gewonnen und dann erneut in PBS gewaschen. Es wurde ge- 

40 schatzt, dass das gewonnene Pellet mehr als 75% Fusionsprotein enthielt. Dieses Material wurde in ei- 
nem Vakuum schnell getrocknet, danach fur die Injektion in Mause und Kaninchen zur Erzeugung von 
Antikorpern in einem Adjuvans suspendiert. Die Abtrennung des rekombinanten Proteins von der Gluta- 
thion-S-Transferase-Einheit wird durch ortsspezifische Proteolyse mittels Thrombin gemass den Anlei- 
tungen des Herstellers durchgefuhrt. 

45 

pGEX-2TK mit den Nucleotiden 2426 bis 3274 von pGRN121 mit einem «HIS-8-Tag» 

Zur Herstellung grosser Mengen eines Fragments von hTRT wurde ein weiteres E. coli-Expressions- 
vektor pGEX-2TK (Pharmacia Biotech, Piscataway N.J.)-Konstrukt hergesteilt. Dieses Konstrukt enthalt 

50 eine Insertion, die von den Nucleotiden 2426 bis 3274 der hTRT-lnsertion im Plasmid pGRN121 (SEQ. 
ID. Nr. 1) und eine Sequenz, die acht aufeinanderfolgende Histidinreste codiert (HIS-8-Tag). Um dieses 
«HIS-8-Tag» zu inserieren, wurde der Vektor pGEX-2TK mit den hTRT-Nucleotiden 2426 bis 3274 von 
pGRN121 mit BamHI linearisiert. Dadurch wird das Plasmid an der Verbindung zwischen GST-Throm- 
bin-Herzmuskelproteinase und der hTRT codierenden Sequenz geoffnet. Zu dem linearisierten Plasmid 

55 wurde ein doppeistrangiges Oligonucleotid mit BamHI-kompatiblen Enden, wie dies in der nachstehend 
gezeigten Sequenz zu sehen ist, ligiert, was die Einfuhrung von acht Histidin-Resten stromaufwarts der 
hTRT-Sequenz im Leserahmen ergab. 

Der Vektor steuert in E. coli die Expression von hohen Spiegeln eines Fusionsproteins, das zusam- 
mengesetzt ist aus der Glutathion-S-Transferase-Sequenz (unterstrichen); der Spaltsequenz fur Throm- 

60 bin (doppelt unterstrichen); der Erkennungssequenz fur Herzmuskel-Proteinkinase (kursiv); einem Satz 
von drei und einem Satz von funf Resten, die durch Clonierung eingefuhrt wurden (GSV und GSVTK) 
acht auf inanderfolgenden Histidinen (auch doppelt unterstrichen) und dem hTRT-Proteinfragment (in 
Fettdruck) (SEQ. ID. Nr. 39): 
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MSPILGYWKTKGr.VOPTRIJJ.EYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFP 

NLPYYTDGDVKTTnSMAURYIADICHNNfLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVS 

RTAYSKDFETT.KVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDAL 

DVVLYMDPMCLDAFPKT.VCFKKRIEAIPOIDKYLKS SKYTAWPLOGWOATFGG 

GnHPPKSDLVPRGS ^SPTGSVI HHHHHHHH rGSVTKIMSVYVVELLRSFFYV 

TETTFQKNRLFFYT^S^VSKXQSIGIRQHLKJ^VQLRELSE.AEVRQHREA^ 

ALLTSRLRFIPKPDGLRPIVNMDYWGAR 

NYERARRPGLLGASVXGLDDIHRAWRTFVLRVRAQD 

AYDTIPQDRLTEVUSIIKPQNTYCVR^ 

TDLQPYMRQFVAHLQETSPLRDAWIEQSSSLNEASSGLFDVFLRFMCHHA 
VRIRGKSYVQCQGI 

Dieser Vektor kann zur Herstellung von Fusionsprotein zur Erzeugung von polyclonalen und monoclo- 
nalen Antikorpern gegen ein hTRT-Protein verwendet werden. Dieses Fusionsprotein kann ausserdem 
dazu verwendet werden, um gegen hTRT-Peptide, die innerhalb des Fusionsproteins enthalten sind, ge- 
richtete Antikorper einer Affinitatsreinigung zu unterwerfen. Die Abtrennung des rekombinanten Proteins 
von der Glutathion-S-Transferase-Einheit kann durch ortsspezifische Proteolyse mittels Thrombin ge- 
mass den Anweisungen des Herstellers erziett werden. 

pGEX-2TK mit den hTRT-Nucleotiden 2426 bis 3274 von pGRN121 ohne «HIS-8-TAG» 

Zur Herstellung grosser Mengen eines hTRT-Fragments wurde ein anderes E. coli-Expressionsvektor 
pGEX-2TK (Pharmacia Biotech, Piscataway N.J.)-Konstrukt hergestellt. Dieses Vektorkonstrukt kann zur 
Herstellung von Fusionsprotein fur die Erzeugung von polyclonalen und monoclonalen Antikorpern ge- 
gen das hTRT-Protein verwendet werden. Dieses Fusionsprotein kann ausserdem dazu verwendet wer- 
den, gegen hTRT-Peptide, die in dem Fusionsprotein enthalten sind, gerichtete Antikorper einer Affini- 
tatsreinigung zu unterwerfen. 

Dieses Konstrukt enthalt eine Insertion, die von den Nucleotiden 2426 bis 3274 der hTRT-lnsertion 
im Plasmid pGRN121 (SEQ. ID. Nr. 1) stammt, jedoch ohne das «His-8-tag». Der Vektor steuert in E. 
coli die Expression von hohen Spiegeln eines Fusionsproteins, das zusammengesetzt ist aus Glutathi- 
on-S-Transferase (unterstrichen), einer Spaltsequenz fur Thrombin {doppelt unterstrichen), einer Erken- 
nungssequenz fur die Herzmuskel-Proteinkinase (kursiv), durch Clonierung eingefuhrte Reste (in Klam- 
mern, GSVTK) und das hTRT-Proteinfragment (in Fettdruck) (SEQ. ID. Nr. 40): 

MSPILGYWKTKGLVOPTRLLLEYLgEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLSFPNLPYY 
TDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLG GCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRTAYSKDFE 
TLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFP 
KLVCFKKRIEAIPOIDKYLKSSKYIAWPLOGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGS J«ASyf 
GSVTK] MSVTVVELLRSFFYVTETTFQKNRLFFYRPSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRE 
LSEAEVRQHREARPALLTSRLRFIPKPDGLRPIVNMDYWGARTFRREKRAERLTSRK 
ALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDIHRAWRTFVLRVRAQDPPPEYFVKVDVTGAYD 
TIPQDRLTEVIASIIKPQNTYCVRRYAVVQKAAHGVRKAFKSHVSTLTDLQPYMRQFV 
AHLQETSPLRDAWIEQSSSLNEASGLFDVFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQGI 

Die Abtrennung des rekombinanten Proteins von der Glutathion-S-Transferase-Einheit kann durch 
ortsspezifische Proteolyse mittels Thrombin gemass den Angaben des Herstellers erzielt werden. 

pGEX-2TK mit den hTRT-Nucleotiden 1625 bis 2458 von gPRN121 

Zur Herstellung grosser Mengen eines hTRT-Proteinfragments wurde ein weiteres E. coli-Expressi- 
onsvektor pGEX-2TK (Pharmacia Biotech, Piscataway NJ.)-Konstrukt hergestellt. Dieses Vektorkon- 
strukt kann zur Herstellung von Fusionsprotein zur Erzeugung polyclonaler und monoclonaler Antikorper 
gegen ein hTRT-Protein verwendet werden. Daruber hinaus kann dieses Fusionsprotein dazu verwendet 
w rden, gegen hTRT-Peptide, die in dem Fusionsprotein enthalten sind, gerichtete Antikorper einer Affi- 
nitatsreinigung zu unterwerfen. 

Dieses Konstrukt enthalt eine Insertion, die von den Nucleotiden 1625 bis 2458 d r hTRT-lnsertion 
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im Plasmid pGRN121 (SEQ. ID. Nr. 1) stammt. Der Vektor steuert in E. coli die Expression von hohen 
Spiegeln eines Fusionsproteins, das zusammengesetzt ist aus Glutathion-S-Transferase (unterstrichen), 
einer Spaltsequenz fur Thrombin (doppelt unterstrichen), einer Erkennungssequenz fur Herzmuskel-Pro- 
teinkinase (kursiv), durch Clonierung eingefuhrte Reste (in Klammern, GSVTK) und dem hTRT-Protein- 
fragment (in Fettdruck) (SEQ. ID. Nr. 41): 

MSPTT ,G YWKIKGL VOPTRI J J J. YLEEK YEEHL YERDEn DK WRNKKFELGLEFP 

NLPYYTDGDVKLTOSMATTRYTADKHNMI.GGCPKERA FJSMT.FnAVLDIRYGV 

SRTAY^KDFFTLKVDFT^KT.PFMLKMFE nRTrHKTYT.NGDHVTHPDFMLYDA 

LDWT.YMDPMCLDAFPKT.VGFKKRIEATPOIDKYLKSSKYTAWPLOGWQATFG 

GGDHPPKSDLVPRGS /^^VrGSVTKIATSLEGALSGTRHSHPSVGRQHHAGP 

PSTSRPPRP\VDTPCPPVYAETKHFLYSSGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGA^ 

LVETHTLGSRPW^GTPRRLP^ 

KTHCPLRAAVTPAAGVCAJIEKPQGSVAAPEEEDTDPRRLVQLLRQHSSPW 

Q\^GFVRACLR11LVPPGLVVGSRHNERRFLRNTK^ 

WKMSVRDCAWLR£SPGVGCVPAAEHRL^^ 

S 

Die Abtrennung des rekombinanten Proteins von der Glutathion-S-Transferase-Einheit wird durch 
ortsgerichtete Proteolyse mittels Thrombin gemass den Anweisungen des Herstellers erzielt. 

pGEX-2TK mit den hTRT-Nucteotiden 782 bis 1636 von pGRN121 

Zur Hersteliung grosser Mengen eines hTRT-Proteinfragments wurde ein weiteres E. coli-Expressi- 
onsvektor pGEX-2TK (Pharmacia Biotech, Piscataway N.J.)-Konstrukt hergestellt. Dieses Vektorkon- 
strukt kann zur Hersteliung von Fusionsprotein zur Erzeugung polyclonaler und monoclonaler Antikorper 
gegen ein hTRT-Protein verwendet werden. Daruber hinaus kann dieses Fusionsprotein dazu verwendet 
werden, gegen hTRT-Peptide, die in dem Fusionsprotein enthalten sind, gerichtete Antikorper einer Affi- 
nitatsreinigung zu unterwerfen. 

Dieses Konstrukt enthalt eine Insertion, die von den Nucleotiden 782 bis 1636 der hTRT- Insertion im 
Plasmid pGRN121 (SEQ. ID. Nr. 1) stammt. Der Vektor steuert in E. coli die Expression von hohen 
Spiegeln eines Fusionsproteins, das zusammengesetzt ist aus Glutathion-S-Transferase (unterstrichen), 
einer Spaltsequenz fur Thrombin (doppelt unterstrichen), einer Erkennungssequenz fur Herzmuskel-Pro- 
teinkinase (kursiv), durch Clonierung eingefuhrte Reste (in Klammern, GSVTK) und einem hTRT-Pro- 
teinfragment (in Fettdruck) (SEQ. ID. Nr. 42): 

MSPILGY>r<IKGLVQPTRLLLEYLES!<YSEHLYERDSGDKWRNKKr E LGLEFPNLPYY 
I DGDVKLTOSMA T I R Y I ADrCHNMLGGCP KERAS 1 Sfr LEGAVLDI RYGVSR I AYS KDFS 
TLKVDFLSKLPSMLKMEEDRLCKKTYLNGDKVTHFDFMT iYDAIjDVVLYMDPMCLDAFP 
KLVCFKKRTEATPQTDKYLKSSKYTAWPLOGWQATFGGG DHPPySDLVPRGSRRASyf 
GSVTK] MPRAPRCRAVRSLLSIIYREVLPr^TFVRRLGPQGWRLVQRGDPAAFRALVAQ 
CLVCVPWDARPPAAPSFRQVSCLKELVARVIiQRLCERGAKNVLAFGFALLDGARGGPP 
EATTS VR S YL PJTTVTD ALRG S G AWGL L L RR VGDD VL VHL LARCAL F VL VAP C AYQ VC G 
PPLYQLGAATQARPPPHASGPRRRLGCERAWNHSVREAGVPLGLPAPGARRRGGSASR 
SLPLPKRPRRGAAPEPERTPVGQGSWAHPGRTRGPSDRGFCWSPARPAEEATSL 

Die Abtrennung des rekombinanten Proteins von der Glutathion-S-Transferase-Einheit wird durch 
ortsspezifische Proteolyse mittels Thrombin gemass den Anleitungen des Herstellers erzielt. 

pT7FLhTRT mit hTRT-cDNA, der die 5'-nicht-codierende Sequenz fehlt 

Wie bereits vorstehend beschrieben, stellt die Erfindung in einer Ausfuhrungsform ein hTRT bereit, 
das zur Erleichterung der Clonierung in bakterielle, Sauger-, Hefe- und Insekten-Expressionsvektoren 
auf ortsgerichtete Weise modifiziert ist und keine 5'-untranslatierte hTRT-Sequenz enthalt. Unter man- 
chen Umstanden rlaubt die Minimierung der Menge an nicht-Protein-codierender Sequenz die verbes- 
sere Proteinherstellung (Ausbeute) und fuhrt zu einer erhohten mRNA-Stabilitat.ln dieser erfiqdungsge- 
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massen Ausfuhrungsform wurde vor der Clonierung in dem bakteriellen Expressionsvektor der 5'-nicht- 
codierende Bereich von hTRT entfernt. 

Dies wurde durch Erzeugung einer zusatzlichen Restriktionsschnittstelle unmittelbar stromaufwarts (5') 
von dem Startcodon (ATG) der hTRT-codierenden Sequenz (Fig. 16) bewirkt. Die Erzeugung einer Re- 

5 striktionsschnittstelle unmittelbar 5' zum codierenden Bereich des Proteins gestattet die effiziente Her- 
stetiung einer grossen Anzahl von Vektoren, die Fusionsproteine codieren, beispi tsweise Fusionsprotei- 
ne, die Markierungen und Peptid-»TAGs» enthalten zum Immunnachweis und zur Reinigung. 

In diesem Fall wurde das Oligonucleotid 5'-CCGGCCACCCCCCATATGCCGCGCGCTCCC-3\ wie 
oben beschrieben, zur Modifikation der hTRT-cDNA-Nucleotide 779 bis 781 der hTRT-cDNA (Fig. 16) 

10 von GCG zu CATverwendet. Diese 3 Nucleotide sind die letzten Nucleotide vor dem ATG-Startcodon, 
somit fuhrt diese Anderung nicht zur Modifikation der Proteinsequenz. Die Sequenzanderung fuhrt zur 
Erzeugung einer einzigen Ndel-Restriktionsstelie in der hTRT-cDNA. Einzelstrangige hTRT-DNA wurde 
als eine DNA-Quelle fur die ortsgerichtete Mutagenese verwendet. Das erhaltene Plasmid wurde zur 
Bestatigung einer erfolgreichen Mutagenese sequenziert. 

15 Diese Modifikation erlaubte die Konstruktion des nachfolgend beschriebenen erfindungsgemassen 
Plasmids mit der Bezeichnung pT7FLhTRT. Die ortsspezifisch modifizierte hTRT-Sequenz (Hinzufugung 
der Ndel-Restriktionsstelle) wurde mit Ndel und Notl gespalten, wobei ein hTRT-Fragment erzeugt wur- 
de. Dieses Fragment wurde danach in ein pSL3418-Plasmid cloniert, das vorher mit Ndel und Smal 
(auch ein Restriktionsenzym bei dessen Spaltung glatte Enden entstehen) geschnitten worden war, clo- 

20 niert. pSL 3418 ist ein modifziertes paED4-Plasmid ( in das eine FLAG-Sequenz (Immunex Corp. Seattle 
WA) und eine Enterokinase-Sequenz unmittelbar stromaufwarts von der vorstehend erwahnten Ndel- 
Stelle inseriert wurden. Dieses Plasmid mit der Bezeichnung pT7FLhTR erlaubt die Expression von 
hTRT mit vollstandiger Lange (mit einem «Flag-Tag» an ihrem 5'-Ende) in einem E. coli Stamm, der 
T7-RNA-Polymerase exprimiert. 

25 

Vektor, in dem eine hTRT-codierende Sequenz durch den MPSV-Promotor gesteuert wird 

Die Erfindung stellt auch einen Sauger-Expressionsvektor bereit, in dem hTRT so orientiert ist, dass 
die hTRT-codierende Sequenz durch den MPSV-Promotor (nachstehend beschrieben) gesteuert wird. 

30 Ein EcoRI-Restriktionsfragment von pGRN137, das den hTRT-ORF enthalt, wurde in die EcoRI-Stelle 
von pBBS212 (siehe nachstehend) cloniert, wodurch der 5'-untranslatierte Bereich (5'-UTR) von hTRT 
entfernt wurde (pGRN137 wurde durch Ausschneiden eines Sall-Sse8387 l-Fragments von pGRN130 
(nachstehend beschrieben), das die Kozak-Mutation von hTRT. In den Sall-SSE 83871-Stellen von 
pGRN136 enthalt, konstruiert, wodurch ein Sauger-Expressionsplasmid entsteht, das hTRT (eine 

35 «Kozak-Consensus»-Sequenz enthalt) von dem MPSV-Promotor exprimiert) (pGRN136 wurde durch 
Ausschneiden eines Hindlll-Sall-Fragments von pGRN126 konstruiert, das den hTRT-ORF enthalt und 
Clonierung in die Hindi ll-Sall-Stellen von pBBS242. Dadurch entsteht ein Saugerexpressionsplasmid, 
das hTRT vom MPSV-Promotor exprimiert). Dadurch wurde ein Sauger-Expressionsplasmid mit der Be- 
zeichnung pGRN145 erhalten, das hTRT mit einer «Kozak-Consensus»-Sequenz unter Verwendung des 

40 MPSV-Promotors exprimiert. Siehe auch den pGRN152-MPSV-Promotor gesteuerten Sauger-Expressi- 
onsvektor, der nachstehend beschrieben wird. 

Plasmide mit hTRT-cDNA, der die 3'-nicht-codierende Sequenz fehlt 

45 Wie bereits vorstehend diskutiert, stellt die Erfindung TRTcodierende Nucleinsauren enthaltende Ex- 
presionsvektoren bereit, in denen einige oder alle nicht-codierenden Sequenzen deletiert wurden. Unter 
manchen Umstanden erlaubt die Minimierung der Menge an nicht-Protein-codierender Sequenz die ver- 
besserte Proteinproduktion (Ausbeute) und sie erhoht die mRNA-Stabilitat. In dieser erfindungsgemas- 
sen Ausfuhrungsform wurde vor der Clonierung in das bakterielle Expressionsplasmid der 3'-nicht-trans- 

50 latierte Bereich von hTRT deletiert. 

Das Plasmid pGRN121, das hTRT-cDNA mit vollstandiger Lange, wie vorstehend diskutiert, enthalt, 
wurde zuerst hinsichtlich aller APAI-Stellen deletiert. Danach folgte die Deletion des Mscl-Hincll-hTRT- 
Restriktionsfragments, das den 3-'UTR enthalt. Das Ncol-Xbal-Fragment, das das Stopcodon von 
hTRT enthalt, wurde dann in die Ncol-Xbal-Stelle von pGRN121 inseriert, wobei ein Plasmid mit der 

55 Bezeichnung pGRN124 erhalten wurde, das Equivalent zu pGRN121 ist, ausser dass ihm der 3'-UTR 
fehlt. 

Bakterielle Expressionsvektoren mit Antibiotika-Selektionsmarkern 

60 Die Erfindung stellt auch bakterielle Expressionsvektoren bereit, die Selektionsmarker zur Verleihung 
eines selektierbaren Phanotyps in transformierten Zellen enthalt, und Sequenzen, die fur die Beibehal- 
tung des Vektors als Episom und Replikation codieren, so dass die Integration in das Wirtsgenom nicht 
rforderiich ist. Beispielsweise kann der Marker die Biotikaresistenz codieren, beispielsweise Resistenz 
gegen Chloramphenicol (siehe Harrod, Nucleic Acids Res. 25 (1997), 1720-1726), Kanamycin, G418, 

65 Bleomycin und Hygromycin, was die Selektion der Zellen erlaubt, die mit den gewunschten DNA-Se- 
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quenzen transformiert wurden; siehe beispielsweise Blondelet-Rouault, Gene 190 (1997), 315-317 und 
Mahan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92 (1995), 669-673. 

In einer erfindungsgemassen Ausfuhrungsform wurde die hTRT mit vollstandiger Lange (SEQ. ID. Nr. 
1) in einen modifizierten «BlueScript»-Plasmidvektor (Stratagene, San Diego, CA) cloniert, der die Be- 
5 zeichnung pBBS235 tragt, und in dem ein Resistenzgen fur das Antibiotikum Chloramphenicol inseriert 
worden war. Das Notl-Fragment von pGRN124 (vorstehend diskutiert), das den hTRT-ORF enthalt, wur- 
de in die Notl-Stelle von pBBS235 cloniert, so dass der TRT-ORF in der umgekehrten Richtung bezo- 
gen auf den lac-Promotor des Vektors vorliegt. Dadurch entsteht ein Plasmid, das fur die Mutagenese 
von Plasmidinsertionen geeignet ist, beispielsweise den erfindungsgemassen TRT-Nucleinsauren. Die- 
10 ses Plasmidkonstrukt mit der Bezeichnung pGPN125 wird in den erfindungsgemassen Verfahren ver- 
wendet, die Mutagenese von Telomerase-Enzym und TRT-Protein codierenden Sequenzen beinhalten. 
Es kann auch fur die in vitro-Transkription von hTRT mittels des T7-Promotors und die in vitro-Tran- 
skription von «antisense»-hTRT mittels des T3-Promotors verwendet werden. 

In einer weiteren erfindungsgemassen Ausfuhrungsform wurden die hTRT-ORF enthaltenden Notl-Re- 
15 striktionsfragmente von pGRN124 in die Notl-Stelle von pBBS235 (nachstehend beschrieben) subclo- 
niert, so dass der TRT-ORF die gleiche Orientierung hat wie der lac-Promotor des Vektors. Dadurch 
entsteht ein Plasmid mit der Bezeichnung pGRN1 26, das zur Expression von hTRT mit vollstandiger 
Lange in E. coli verwendet werden kann. Das exprimierte Produkt enthalt 29 Aminosauren, die von dem 
Vektor pBBS235 codiert werden, woran sich 18 Aminosauren anschliessen, die von dem 5'-UTR von 
20 hTRT codiert werden und danach folgt das hTRT-Protein mit vollstandiger Lange. 

In einer weiteren erfindungsgemassen Ausfuhrungsform wurde zur Konvertierung des ATG-lnitiations- 
codons von hTRT in einem «Kozak-Consensus»-Sequenz und zur Erzeugung von EcoRI- und Bglll-Re- J 
striktionsschnittstellen zur Erleichterung der Clonierung in die bakteriellen Expressionsvektoren eine in 
vitro-Mutagenese von pGRN125 durchgefuhrt. 
25 Bei dieser Mutagenese-Prozedur wurde das Oligonucleotid 

5'-TGCGCACGTGGGAAGCCCTGGCagatctgAatt 
CcaCcATGCCGCGCGCTCCCCGCTG-3 1 

30 

(SEQ. ID. Nr. 43) verwendet. Dieser neue Expressionsvektor erhielt die Bezeichnung pGRN127. 
In einer weiteren erfindungsgemassen Ausfuhrungsform wurde das zweite Asp des TRT-«DD-Motivs» 
(vorstehend beschrieben) zu einem Alanin umgewandeit, urn ein nicht-funktionelles Telomerase-Enzym 
zu erzeugen und damit ein Mutanten-TRT-Protein zur Verwendung in Experimenten mit dominant/nega- 
35 tiven Mutanten. hTRT (SEQ. ID. Nr. 1) wurde in vitro mutagenisiert mit dem Oligonucleotid 

5 ' - CGGGACGGGCTGCTCCTGCGTTTGGTGGAcGcgTTCTTGTTGGTGACACCTCA 
C CTCACC-3' 

40 

(SEQ. ID. Nr. 44), urn das Asparagin bei dem Rest 869 (Asp869) (von SEQ. ID. Nr. 2) zu einem Ala- 
nin (Ala)-Codon umzuwandeln. Dadurch wurde auch eine Mlul-Restriktionsschnittstelle erzeugt. Dieses 
Expressionsplasmid erhielt die Bezeichnung pGRN130 und enthalt auch die «Kozak-Consensus»-Se- 
quenz wie fur pGRN127 beschrieben. 

45 Die Erfindung stellt auch einen Vektor bereit, der zur Expression eines «antisense»-Sequenzfrag- 
ments von hTRT entworfen wurde. Das Plasmid pGRN126 wurde mit den Restriktionsenzymen Mscl 
und Smal vollstandig gespalten und erneut ligiert, wobei uber 95% des hTRT-ORF in Saugerzellen de- 
letiert wurden. Ein Smal-Mscl-Fragment wurde wahrend dieses Prozesses, urn wieder CAT-Aktivitat zu 
erzeugen, erneut inseriert. Dieses ungereinigte Plasmid wurde dann erneut mit Sail und EcoRI geschnit- 

50 ten und das Initiationscodon von hTRT enthaltende Fragment in die Sall-EcoRI-Schnittstellen von 
pBBS212 (vorstehend beschrieben) inseriert. Dadurch entstand ein «antisense»-Expressionsplasmid, 
das die «antisense»-Sequenz exprimiert, die den 5'-UTR und 73 Basenpaarreste des hTRT-ORF urn- 
spannt. Dieses Plasmid erhielt die Bezeichnung pGRN135. 

55 Expression von hTRT-Telomerase in Hefe 

Im folgenden Beispiel wird im Detail die Konstruktion der erfindungsgemassen hTRT-exprimierenden 
.Hefe-Expressionsvektoren zur Produktion grosser Mengen an biologisch aktiver hTRT (SEQ. ID. Nr. 2) 
mit vollstandiger Lange dargestellt. Die Verwendung von biologisch aktiver hTRT in vielen erfindungsge- 
60 massen Ausfuhrungen ist vorstehend beschrieben. 

Pichia pastoris-Expressionsvektor pPICZ B und hTRT mit vollstandiger Lange 

Zur Produktion grosser M ngen an biologisch aktivem hTRT wurde der Pichia pastoris-Expressions- 
65 vektor PPICZ B (Invitrogen, San Diego, CA) ausgewahlt. Die Insertion fur die hTRT-codierende Se- 
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quenz stammte von den Nucleotiden 659 bis 4801 der hTRT-lnsert'ion im Plasmid pGRN121 (SEQ. ID. 
Nr. 1). Diese Nucleotids quenz enthalt die hTRT codierende Sequenz in voller Lange (SEQ. ID. Nr. 2). 
Dieser Expressionsvektor wurde fur die induzierbare Expression von hohen Mengen an unmodifiziertem 
hTRT-Protein (SEQ. ID. Nr. 2) mit vollstandiger Lange in P. pastoris entworfen. Die Expression wird von 
einem Hefepromotor gesteuert, die exprimierte Sequenz verwendet jedoch die hTRT-lnitiations- und Ter- 
minationscodons. Keine xogenen Codons wurden durch die Clonierung eingefuhrt. Der erhaltene Vek- 
tor PPIC2 B/hTRT (Invitrogen, San Diego, CA) wurde zur Transformation d r Hefe verwendet. 

Pichia pastoris-Expressionsvektor hTRT-His6/pPICZ B 

Ein zweiter erfindungsgemasser Pichia pastoris-Expressionsvektor, der von pPICZ B (Invitrogen, San 
Diego, CA) abgeleitet war, enthalt auch die hTRT codierende Sequenz mit vollstandiger Lange (SEQ. 
ID. Nr. 2), die von den Nucleotiden 659 bis 4801 der hTRT-lnsertion im Plasmid pGRN121 (SEQ. ID. 
Nr. 1) stammt. Dieser Expressionsvektor hTRT-His6/pPICZ B codiert das hTRT-Protein (SEQ. ID. Nr. 2) 
mit vollstandiger Lange und fusioniert mit dem Myc-Epitop- und His6-Reportersequenzen an seinem C- 
Terminus. Das hTRT-Stopcodon wurde entfernt und durch Vektorsequenzen ersetzt, die das Myc-Epitop 
und das His6-Reporter-«tag» sowie ein Stopcodon codieren. Dieser Vektor wurde zur Steuerung der in- 
duzierbaren Expression des nachfolgenden Fusionsproteins mit hohen Spiegeln in Hefe entworfen, wo- 
bei dieses Fusionsprotein aus hTRT-Sequenz (unterstrichen), Vektorsequenzen (in Klammern L und NS- 
AVD) dem Myc-Epitop (doppelt unterstrichen) und dem His6-«tag» (kursiv) (SEQ. ID. Nr. 45) besteht: 



MPRAPRCRAVRSLLRSHYREVLPLATFVRRLGPOGWRLVORGDPAAFRALVA 

OCLVCVPWDARPPPAAPSFROVSCLKELVARVLORLCERGAKNVLAFGFALL 

DGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVGDDVLVHTJ,ARr 

ALFVLVAPSCAYOVCGPPLYOLGAATOARPPPHASGPRRRLGCERAWNHSVR 

EAGVPLGLPAPGARRRGGSASRSLPLPKRPRRGAAPEPERTPVGOGSWAHPGR 

TRGPSDRGFCWSPARPAEEATSLEGALSGTRHSHPSVGROHHAGPPSTSRPPR 

PWDTPCPPVYAETKHFLYSSGDKEOLRPSFLLSSLRPSLTGARRLVETTFLGSRP 

WMPGTPRRLPRLPORWON^LFLErjrr^AOCPYGVLLKTHCPLRAAVTPA 

AGVCAREKPOGSVAAPEEEDTDPRRLVOLLROHSSPWOVYGFVRACLRRr.VP 

PGLWGSRHNERRFLRNTKJCFISL^^ 

GCVPAAEHRLREEILAKFLHWLMSVYWELLRSFFYVTETTFOKNRLFFYRKS 

VWSKLOSrGIROHLKRVOLRELSEAEVROHREARPALLTSRLRFIPKPDGLRPrV 

NMPYWGARTFRREKRAERLTSRVKALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDTH 

RAWRTFVLRVRAODPPPELYFVKVDVTGAYPTIPODRLTEVIASIIKPONTYCV 

RRYAWOKAAHGHVRKAFKSHVSTLTDLOPYMROFVAHLOETSPLRDAVVIE 

OSSSLNEASSGLFPVFLRFMCHHAVRIRGKSYVOCOGIPOGSILSTr.LCST,CYGD 

MENKXFAGIRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTHAKTFLRTLVRGVPEYGCVVKLR 

KTVVNFPVEDEALGGTAFVOMPAHGLFPWCGLLLbTRTLEVOSDYSSYARTSI 

RASLT!^RGFKAGRNMRRKLFGVLRLKCHSLFLDLOmsr.OTVCTW 

A YRFHArVT.OLPFHOOV\VTG\TTFFLRVISDTAST.GYSILK.AKNAGMSLGAKGA 

AGPLPSFAV Q\\TCHQAFLLKLTRHRVTYVPLLGSLRTAOTOLSRKLPGTTLTA 

LE.AA-A\ ? PA LPSDFKTir.n rL1 EOKLISEEDL fNSAVDl//////////// 



Expression von hTRT in Insektenzellen 

Im folgenden Beispiel ist ausfuhrlich die Konstruktion von hTRT-Telomerase exprimierenden Expressi- 
onsvektoren fur Insektenzellen zur Herstellung grosser Mengen an biologisch aktivem hTRT mit voll- 
standiger Lange (SEQ. ID. Nr. 2 und SEQ. ID. Nr. 4) beschrieben. 
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Bacuiovirus-Expressionsvektor pVL1393 und hTRT mit vollstandiger Lange 

Die gewunschte Telomerase codierende Sequenz wurde in den Bacuiovirus-Expressionsvektor 
pVL1393 (Invitrogen, San Diego, CA) cloniert. Dieses Konstrukt wurde danach in Spodoptera fungupei- 
da (sf-9)-Zellen mit lin arisierter DNA des Autograph Califomia-nucleare-Polyhedrosis-Virus (Baculogold- 
AcMNPV) cotransfiziert. Die erhaltenen rekombinanten Baculoviren wurden im Anschluss daran plaque- 
gereinigt und gemass veroffentlichter Protokolle expandiert. 

Dieser Expressionsvektor erlaubt die Expression von hohen Spiegeln an hTRT-Protein mit vollstandi- 
ger Lange in Insektenzellen. Die Expression wird von einem Baculovirus-Polyhedrin-Genpromotor ge- 
steuert. Keine exogenen Codons wurden durch die Clonierung eingefuhrt. 

Bacuiovirus-Expressionsvektor pBlueBacHis2 B und hTRT mit vollstandiger Lange 

Zur Herstellung grosser Mengen an biologisch aktivem hTRT mit vollstandiger Lange (SEQ. ID. Nr. 2) 
wurde der Bacuiovirus-Expressionsvektor pBlueBacHis2 B (Invitrogen, San Diego, CA) als eine Quelle 
fur Kontrollelemente ausgewahlt. Die hTRT-codierende Insertion bestand aus den Nucleotiden 707 bis 
4776 von der hTRT-lnsertion im Plasmid pGRN121 (SEQ. ID. Nr. 1), die die hTRT codierende Sequenz 
mit vollstandiger Lange (SEQ. ID. Nr. 2) enthalt. 

Ein hTRT mit vollstandiger Lange mit einem His6- und «anti-Xpress tags» (Invitrogen) wurde eben- 
falls konstruiert. Dieser Vektor enthalt eine Insertion, die aus den Nucleotiden 707 bis 4776 der hTRT- 
lnsertion von Plasmid pGRN121 (SEQ. ID. Nr. 1) besteht. Dieser Vektor steuert die Expression von ho- 
hen Spiegeln an hTRT-Protein mit vollstandiger Lange, das an ein spaltbares 6-Histidin und «anti- 
Xpress tags» fusioniert ist in Insektenzellen. Die Aminosauresequenz des Fusionsproteins ist nachste- 
hend gezeigt; (-*-) kennzeichnet eine Spaltstelle fur Enterokinase: 

MPRGSHHHHHHGMASNITGGQQMGRDLYDDDDL-*-DPSSRSAAGTMEFAAAS 

TQRCVLLRTWEALAPATPAMPRAPRCRAVRSLLRSHYREVLPLATFVRRLGPQ 

GWRLVQRGDPAAFRALVAQCLVCVPWDARPPPAAPSFRQVSCLKELVARVLQ 

RLCERGAKaN^LAJGFALLDGARGGPPEAJTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGL 

LLRRVGDDVLVHLLARCALFVLVAPSCAYQVCGPPLYQLGAATQARPPPH.AS 

GPRRRLGCERAWNHSVREAGVPLGLPAPGARRRGGSASRSLPLPKRPRRG.A.AP 

EPERTPVGQGSWAHPGRTRGPSDRGFCVVSPARPAEEATSLEGALSGTRHSHPS 

VGRQHHAGPPSTSRPPRPWDTPCPPVYAETKHFLYSSGDKEQLRPSFLLSSLRP 

SLTGARRLVETIFLGSRPWMPGTPRRLPRLPQRYWQMRPLFLELLGNHAQCPY 

GVLLKTHCPLRAAVTPAAGVCAREKPQGSVAAPEEEDTDPRRLVQLLRQHSSP 

WQVYGFVRACLRRLVPPGLWGSRHNERRFLROTKKFISLGKHAKLSLQELTW 

KMSVRDCAWLRRSPGVGCVPAAEHRLREEILAKFLHWLMSVYVVELLRSFFY 

VTETTFQKNRLFFYRKSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVRQHREARPAL 

LTSRLRFIPKPDGLRPIV^DYVVGARTFRREKRAERLTSRVKA^ 

RRPGLLGASVLGLDDIHRAWRTFVLRVRAQDPPPELYFVKVDVTGAYDTIPQD 

RLTEVlASIIKPQNTYCVRRYAVVQKAAHGHVRKAFKSFTv-STLTDLQ^ 

VAHLQETSPLRDAVVIEQSSSLNEASSGLFDVFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQ 

GIPQGSILSTLLCSLCYGDMENKLFAGIRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTHAKTFL 

RTLVRGVPEYGCWNLRKTVVNFPVEDEALGGTAFVQMPAHGLFPWCGLLLD 

TRTLEVQSDYSSYARTSIRASLTFNRGFKAGRNMRRKLFGVLRLKCHSLFLDLQ 

VNSLQTVCTNIYKILLLQAYRFHACVLQLPFHQQVWKNPTFFLRVISDTASLCY 

SILKAKNAGMSLGAKGAAGPLPSEAVQWLCHQAFLLKLTRHRVTYVPLLGSL 

RTAQTQLSRKLPGTTLTALEAAANPALPSDFKTILD 

Bacuiovirus-Expressionsvektor pBlueBac4.5 und hTRT-Protein mit vollstandiger Lange 

Zur Herstellung grosser Mengen an biologisch aktiven hTRT mit vollstandiger Lange (SEQ. ID. Nr. 2) 
wurde ein zweiter Bacuiovirus-Expressionsvektor, pBlueBac4.5 (Invitrogen, San Diego, CA), konstruiert. 
Die hTRT-codierende Insertion bestand aus den Nucleotiden 707 bis 4776 von der hTRT vom Plasmid 
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pGRN121 (SEQ. ID. Nr. 1.) Diese Nucleotidsequenz enthalt die hTRT-codierende Sequenz mit vollstan- 
diger Lange (SEQ. ID. Nr. 2). 

Baculovirus-Expressionsvektor pMelBacB und hTRT-Protein mit vollstandiger Lange 

Zur Herstellung grosser Mengen an biologisch aktivem hTRT mit vollstandiger Lange (SEQ. ID. Nr. 2) 
wurde ein dritter Baculovirus-Expressionsvektor pMelBacB (Invitrogen, San Diego, CA), konstruiert. Die 
hTRT-codierende Insertion besteht auch aus den Nucleotiden 707 bis 4776 von der hTRT-lnsertion vom 
Plasmid pGRN121 (SEQ. ID. Nr. 1). Diese Nucleotidsequenz enthalt die hTRT codierende Sequenz mit 
vollstandiger Lange (SEQ. ID. Nr. 2). . 

pMelBacB steuert die Expression von hTRT mit vollstandiger Lange (SEQ. ID. Nr. 2) in Insektenzel- 
len in das extrazellulare Medium uber den sekretorischen Stoffwechselweg unter der Verwendung der 
Melittin-Signalsequenz. Somit werden hohe Spiegel an hTRT mit vollstandiger Lange (SEQ. ID. Nr 2) 
sezerniert. Die Melittin-Signalsequenz wird nach Ausscheidung gespalten, ist jedoch em Teil des Pro- 
teinpools. der intrazellular verbleibt. Aus diesem Grund ist sie in der folgenden Sequenz in Klammern 
angegeben. Die von dem Vektor codierte Sequenz des Fusionsproteins (SEQ. ID. Nr. 38) ist nachste- 
hend gezeigt: 

(MKFLVNVALVFMVVYIS 

LAPATPAMPRAPRCRAVRSLLRSHYREVLPLATFVRRLGPQGWRLVQRGDPA 

AFRALVAQCLVCVPWDARPPPAAPSFRQVSCLKELVARVLQRLCERGAKNVL 

AFGFALLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVGDDVL 

VHLLARCALFVLVAPSCAYQVCGPPLYQLGAATQARPPPHASGPRRRLGCERA 

WNHSVREAGVPLGLPAPGARRRGGSASRSLPLPKRPRRGAAPEPERTPVGQGS 

WAHPGRTRGPSDRGFCWSPARPAEEATSLEGALSGTRHSHPSVGRQHHAGPP 

STSRPPRPWDTPCPPVYAETKHFLYSSGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRLVET 

IFLGSRPWMPGTPRRLPRLPQRYWQMRPLFLELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLR 

AAVTPAAGVCAREKPQGSVAAPEEEDTDPRRLVQLLRQHSSPWQVYGFVRAC 

LRRLVPPGLWGSRHNERRFLRNTKKFISLGKHAKLSLQELTWmSVRDCAWL 

RRSPGVGCVPAAEHRLREEILAKFLHWLMSVYWELL^ 

FFYRKSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVRQHREARPALLTSRLRFIPKPD 

GLRPIVNMDYVVGARTFRREKRAERLTSRVKALFSVLNYERARRPGL^ 

GLDDIHRAWRTFVLRVRAQDPPPELYFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVIASIIKP 

QNTYCVRRYAWQKAAHGHVRKAFKSHVSTLTDLQPYMRQFVAHLQETSPLR 

DAWIEQSSSLNEASSGLFDVFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQGIPQGSILSTLLC 

SLCYGDMENKLFAGIRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTHAKTFLRTLVRGVPEYG 

CVVNLRKTVVOTPVEDEALGGTAFVQ 

SYARTSIRASLTF^GFKAGRNMRRKLFGVLRLKCHSLFLDLQVNSLQTV 
YKILLLQAYRFHACVLQLPFHQQVWKWTFFLRVISDTASLCYSILKAKNAGMS 
LGAKGAAGPLPSEAVQWLCHQAFLLKLTRHRVTYVPLLGSLRTAQTQLSRKLP 
GTTLTALEAAANPALPSDFKTILD 

Expression von hTRT in Saugerzellen 

Die erfindungsgemasse rekombinante hTRT kann in grossen Mengen als biologisch aktive hTRT mit 
vollstandiger Lange (SEQ. ID. Nr. 2) in einer Vielzahl von Sauger-Zellinien hergestellt werden. Diese 
biologisch aktive, in Saugern hergestellte hTRT ist in vielen erlindungsgemassen Ausfuhrungsformen, 
wie vorstehend diskutiert, von Nutzen. 

MPSV-hTRT-Expressionsplasmide 

Die Erfindung stellt auch ein Expressionssystem fur die Verwendung in Saugerzellen zur Verfugung, 
das die hochstmogliche Expression eines rekombinanten Proteins, wie beispielsweise Telomerase, be- 
reitstellt, ohne dass dabei die codierende Sequenz modifiziert werden muss (beispielsweise durch Opti- 
mierung der Codonverwendung). In iner Ausfuhrungsform stellt die Erfindung ein MPSV-Sauger-Ex- 
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pressionssysteme bereit, das die erfindungsgemassen TRTs von Plasmid pBBS212 exprimieren kann, 
beschrieben als pMPSV-TM in Lin J.H., Gene 47 (1994), 287-292. Die MPSV-Plasmide konnen entwe- 
der als stabile oder transiente Clone exprimiert werden. 

In diesem Expressionssystem werden exogene Kontrollelemente fur die Transkription in den Vektor 

5 eingebaut, wahrend die hTRT codierende Sequenz (SEQ. ID. Nr. 1) selbst unverandert bleibt. Der 
durch den Cytomegalovirus (CMV)-Enhancer verstarkte "myeloproliferative Sarkomall-Virus (MPSV) LTR 
(MPSVLTR) -Promotor wird fur die Initiation der Transkription eingebaut. Dieser Promotor zeigt durch- 
wegs hdhere Expressionsspiegel in Zellinien (siehe Lin, J.H (1994) a.a.O.). Eine «Kozak-Consensus»- 
Sequenz kann fur die Initiation der Translation eingebaut werden (siehe Kozak, Mamm. Genome 7 

10 (1996), 563-574). Alle extra vorliegenden nicht-translatierten 5'- und 3'-hTRT-Sequenzen konnen ent- 
fernt werden, urn so sicherzustellen, dass diese.Sequenzen die Expression nicht storen, wie bereits vor- 
stehend diskutiert. Das die vollstandige hTRT codierende Sequenz enthaltende MPSV-Plasmid, das alle 
extra-Sequenzen enthalt, tragt die Bezeichnung pGRN133. Ein Kontroil-hTRT-«antisense»-Piasmid wur- 
de ebenfalls konstruiert. Dieser Vektor, ist identisch mit pGRN133, ausser dass die TRT-lnsertion die 

15 «antisense»-Sequenz von hTRT SEQ. ID. Nr. 1 ist (dieser «antisense»-Kontrollvektor tragt die Bezeich- 
nung pGRN134). Das MPSV-Plasmid, das die vollstandige hTRT-codierende Sequenz enthalt, bei dem 
jedoch alle extra-Sequenzen entfernt wurden, und das die «Kozak-Consensus»-Sequenz enthalt, tragt 
die Bezeichnung pGRN155. 

Zwei Selektionsmarker, PAC (Puromycin-N-acetyl-Transferase = Puromycin-Resistenz) und HygB (Hy- 

20 gromycin B = Hygromycin-Resistenz) sind fur die Selektion der Plasmide nach Transfektion vorhanden 
(siehe die vorstehende Diskussion, die sich auf selektierbare Marker bezieht). Doppelselektion unter 
Verwendung von Markern auf beiden Seiten des Vektor- Poly linkers sollte die Stabilitat der hTRT codie- 
renden Sequenz erhohen. Eine DHFR (Dihydrofolat-Reduktase) codierende Sequenz wird eingebaut, 
urn die Amplifikation der Expressionskassette nach der Erzeugung stabiler Clone zu erlauben. Weitere 

25 Massnahmen zur Genamplifikation konnen ebenfalls zur Steigerung der Ausbeuten an rekombinanten 
Proteinen verwendet werden. 

Die Erfindung stellt auch MPSV-Sauger-Expressionsplasmide bereit, die hTRT-Fusionsproteine enthal- 
ten. In einer Ausfiihrungsform ist die hTRT-Sequenz, die ihren 5'-nicht-translatierten Bereich beibehalten 
hat, mit einem Epitop-«flag» verknupft, beispielsweise im IBI FLAG (Intranational Biotechnologies Inc. 

30 (IBI) Kodak, New Haven, CT) und in das MPSV-Expressionsplasmid inseriert (mit der Bezeichnung 
pGRN147). Dieses spezielle Konstrukt enthalt eine «Kozak»-lnitiationsstelle fur die Translation. Das ex- 
primierte Fusionsprotein kann unter Verwendung des monoclonalen Antikorpers M-1 anti-FLAG-Octa- 
peptid (IBI, Kodak, a.a.O.) gereinigt werden. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform ist hTRT ortsspezifisch verandert. Ein Aminosaurerest-Codon ist 

35 mutagenisiert, wobei Asparaginsaure an Position 869 (SEQ. ID. Nr. 1) in ein Alanin Gberfuhrt wurde. 
Diese Asp869-*A1a-hTRT-Mutante, die ihren 5'-nicht-translatierten Bereich beibehalten hat, und in die 
eine «Kozak»-Sequenz eingebaut worden war, wurde in ein MPSV-Expressionsplasmid inseriert und er- 
hielt die Bezeichnung pGRN146. Die Asp869->Ala-hTRT-Mutanten, wurde so weiter modifiziert, dass sie 
FLAG-Sequenz, wie vorstehend beschrieben, enthielt, und die clonierte Insertion wurde in ein MPSV- 

40 Expressionsplasmid inseriert. Dieses Expressionsplasmid wurde mit pGRN154 bezeichnet. Insbesondere 
wird fur pGRN154 ein Eam1105l-Restriktionsfragment von pGRN146, das die «Kozak»-Sequenz ent- 
hielt, die wiederum das «front end» (5'-Segment) von hTRT enthielt, in die Eam1105l-Stellen von 
pGRN147 (siehe vorstehend) cloniert, urn so ein MPSV-Expressionsplasmid zu konstruieren, das hTRT 
zusammen mit einer «Kozak»-Sequenz und der vorstehend beschriebenen D869->A-Mutation und das 

45 «IBI-flag» exprimieren kann. 

Eine weitere erfindungsgemasse Ausfuhrungsform stellt ein weiteres Expressionsplasmid bereit, das 
von pGRN146 stammt. Das Sauger-Expressionsplasmid mit der Bezeichnung pGRN152 wurde durch 
Ausschneiden des EcoRI-Fragments von Plasmid pGRN146 (das den hTRT-ORF enthalt) erzeugt und 
zur Entfernung des 5'-UTR von hTRT in die EcoRI-Stelle von pBBS212 cloniert. Die hTRT ist so orien- 

50 tiert, dass deren Expression durch den MPSV-Promotor kontrolliert wird. Dadurch entsteht ein Sauger- 
Expressionsplasmid, das hTRT zusammen mit einer «Kozak-Consensus»-Sequenz und der D869->A- 
Mutation unter Verwendung des MPSV-Promotors exprimiert. 

Expression von hTRT in 293-Zellen mittels des episomalen Vektors pEBVHis 

55 

Der episomale Vektor, pEBVHis (Invitrogen, San Diego, CA) wurde so modifiziert, dass er ein hTRT 
(SEQ. ID. Nr. 2)-Fusionsprotein exprimiert, das hTRT mit einem Epitop-«tag» einer N-terminalen Verlan- 
gerung das «Xpress»-Epitap (Invitrogen, San Diego, CA) umfasst, exprimiert (mit der Bezeichnung 
pGRN122). Das Notl-hTRT-Fragment von pGRN121, das den offenen Leserahmen (ORF) von hTRT 

60 enthalt, wurde in die Notl-Stelle von pEBVHisA cloniert, so dass der hTRT-ORF in der gleichen Orien- 
tierung ist wie der Rous Sarkom-Virus (RSV)-Promotor des Vektors. In dieser Orientierung war das 
«His6 flag» verhaltnismassig naher am N-Terminus der hTRT. 

Es wurde auch ein Kontrollvektor konstruiert, der als Insertion die «antisense»-Sequenz von hTRT 
enthielt ..id das Epitop-«tag»> (das Kontrollplasmid wurde mit pGRN123 bezeichnet). Der Vektor wurde 

65 in 293-Zellen iransfiziert und die translatierte hTRT identifiziert und mittels* eine^ fur das «Xpress»-Epi- 
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top spezifischen Antikorpers isoliert. pEBVHis ist ein Hygromycin resistenter episomaler EBV-Vektor, der 
das gewunschte Protein fusioniert an ein N-terminales Peptid exprimiert. Die den Vektor tragenden Zel- 
len werden selektiert und expandiert und danach werden nucleare und cytoplasmatische Extrakte prapa- 
riert. Diese sowohl Kontrollextrakte werden mit anti-Xpress-Antikorper immunprazipitiert und die immun- 
5 prazipierten Kugelchen werden mittels eines typischen Assays auf T lomerase-Aktivitat getestet. 

Expression rekombinanter hTRT in sterblichen normalen diploiden menschlichen Zellen 

In einer erfindungsgemassen Ausfuhrungsform konnen rekombinante hTRT und notwendige Telome- 
10 rase-Enzymkomplex-Bestandteile in normalen dipoliden sterblichen Zellen exprimiert werden, urn so de- 
ren direkte Immortalisierung zu erreichen oder deren Immortalisierung zu erleichtern. Dies wurde einem 
erlauben, diploide unsterbliche Zellen zu erhalten, mit einem ansonsten normalen Phanotyp und Karyo- 
typ. Wie bereits vorstehend diskutiert, hat diese Verwendung von Telomerase eine enorme kommerziel- 
le Bedeutung. 

15 «Sense»-hTRT (Fig. 16) und «antisense»-hTRT (SEQ. ID. Nr. 45) wurden in einem CM V- Vektor do- 
niert. Diese Vektoren wurden gereinigt und in zwei Clone von normalen sterblichen diploiden menschli- 
chen Zellen transfiziert Die menschlichen Clone waren die frisch passagierten diploiden menschlichen 
Zellstamme BJ und IMR90. 

Die Analyse von Telomerase-Aktivitat mittels eines TRAP-Assays (mittels des «TRAPeze» Kit (Oncor, 

20 Inc., Gaithersburg, MD)) ergab, dass bei Transfektion mit «sense»-hTRT sowohl in dem Zellstamm BJ 
als auch IMR90 Telomerase-Aktivitat erzeugt wurde, jedoch nicht bei Transfektion mit «antisense»- 
hTRT. 

Expression rekombinanter hTRT in immortalisierten menschlichen IMR90-Zellen 

25 

Uriter Verwendung des gleichen hTRT-«sense»-Konstrukts t das in die CMV-Vektoren cloniert war, die 
bei den vorstehend beschriebenen Studien mit diploiden menschlichen BJ- und IMR90-Zellstammen ver- 
wendet wurden, wurde die immortalisierte SW13 ALT-«pathway»-Zeilinie (eine mit SV40-Antigen immor- 
talisierte IMR90-Zelle) transient transfiziert. Mittels eines TRAP-Assays (TRAPeze, Oncor, Inc., Gaithers- 
30 burg, MD) konnte gezeigt werden, dass Telomerase-Aktivitat mit dem «sense»-Konstrukt in transfizierten 
Zellen erzeugt wurde. 

Vektoren fur die regulierte Expression von hTRT in Saugerzellen: Induzierbare und reprimierbare Ex- 
pression von hTRT 

35 

Die Erfindung stellt Vektoren bereit, die manipuliert werden konnen, urn so die Expression der erfin- 
dungsgemassen TRTs, beispielsweise hTRT, induzieren oder reprimieren zu konnen. Beispielsweise 
wurde hTRT (SEQ. ID. Nr.1) in das Ecdyson-induzierbare Expressionssystem von Invitrogen (San Die- 
go, CA) und die «Tet-On- and Tet-Off»-Tetracyclin-regulierten Systeme von Clontech Laboratories, Inc. 

40 (Palo Alto, CA) cloniert. Solche induzierbaren Expressionssysteme werden fur solche erfindungsgemas- 
sen Verfahren bereitgestellt, bei denen es wichtig ist, den Spiegel oder die Rate der Transkription von 
transfizierter TRT kontrollieren zu konnen. Beispielsweise stellt die Erfindung Zellinien bereit, die mittels 
der Expression von hTRT immortalisiert sind. Solche Zellen konnen durch Hemmung der hTRT-Expres- 
sion durch den Vektor mittels dessen Kontrollelementen fur die Transkription, beispielsweise dem «Tet- 

45 Off»»-System «sterblich» gemacht werden. Die Erfindung stellt auch Verfahren bereit, bei denen TRT le- 
diglich transient exprimiert wird, urn so die konstitutive Expression von hTRT zu vermeiden, was zu ei- 
ner unerwunschten « Immortalisierung" der transfizierten Zellen, wie bereits vorstehend diskutiert, fuhren 
konnte. 

Das Ecdyson-induzierbare Sauger-Expressionssystem wurde hinsichtlich der Mdglichkeit der regulier- 
50 ten Expression des gewunschten Gens in Saugerzellen entworfen. Das System ist durch seinen fest re- 
gulierten Mechanismus gekennzeichnet, der in Saugerzellen praktisch keine Basaltranskription gestattet 
und eine mehr als 200fache Induzierbarkeit aufweist. Das Expressionssystem basiert auf dem heterodi- 
maren Ecdyson-Rezeptor von Drosophila. Bei dem Ecdyson-induzierbaren Expressionssystem wird ein 
Analoges des Steroidhormons Ecdyson, Muristeron A zur Aktivierung der Expression von hTRT uber ei- 
55 nen heterodimaren nuclearen Rezeptor verwendet. Es wurde von Expressionsspiegeln berichtet, die 
mehr als 200fach uber den Basisspiegeln lagen, wobei keine Auswirkung auf die Physiologie der Sau- 
gerzelle auftrat (No, «Ecdysone-lnducible Gene Expression in Mammalian Cells and Transgenic Mice», 
Proc. Natl. Acad. ScL USA 93 (1996), 3346-3351). Nach Bindung von Ecdyson oder Muristeron, einem 
Analogen von Ecdyson, aktiviert der Rezeptor einen auf Ecdyson ansprechenden Promotor, was zur 
60 kontrollierten Expression des gewunschten Gens fuhrt In dem Ecdyson-induzierbaren Sauger-Expressi- 
onssystem werden beide Monomere des heterodimaren Rezeptors konstitutiv von demselben Vektor pV- 
gRXR exprimiert. Der auf Ecdyson ansprechende Promotor, der letztlich die Expression des gewunsch- 
ten Gens steuert, ist auf einem zweiten Vektor pIND lokalisiert, der die Transkription des gewunschten 
Gens steuert. 

65 hTRT wird in dsn Vektor pIND (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA) cloniert, der 5 modifizier- 
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te auf Ecdyson ansprechende Elemente (E/GREs) stromaufwarts eines minimalen Hitzeschock-Promo- 
tors enthalt und die Mehrfach-Clonierungsstelle. Mit diesem Konstrukt werden danach Z llinien transfi- 
ziert, die vorher so verandert wurden, dass sie den Ecdyson- Rezeptor stabil exprimieren. Nach der 
Transfektion werden die Zellen zur Induktion intrazellularer Expression von pIND mit Muristeron A be- 
5 handelt. 

Die «Tet-on and Tet-off»-Expressionssysteme (Clontech, Palo Alto, CA) erlauben den Zugang zu den 
regulierten Gen-Expressionssystemen mit einer Expression auf hohem Niveau, die von Gossen «Tight 
control of gene expression in mammalian cells by tetracycline responsive promoters", Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 89 (1992), 5547-5551, hinsichtlich des «Tet-Orf»-Transkriptions-Repressionssystems beschrie- 

10 ben wurden, siehe auch Gossen, "Transcriptional activation by tetracycline in mammalian cells», Sci- 
ence 268 (1995), 1766-1769 hinsichtlich des «Tet-On»-induzierbaren Transkriptionssystems. In «Tet- 
Off»-transformierten Zellinien wird die Genexpression angeschaltet, wenn Tetracyclin (Tc) oder Doxycyc- 
lin («Dox», ein Tc-Derivat) von dem Kulturmedium entfernt werden. Im Gegensatz dazu wird in «Tet- 
On»-Zellinien die Expression durch die Zugabe von Tc oder «Dox» zu dem Medium angeschaltet. Beide 

15 Systeme erlauben die festregulierte Expression clonierter Gene als Antwort auf unterschiedliche Kon- 
zentrationen von Tc oder «Dox». 

Bei diesem System wird «pTRE» als ein « Antwort »- Plasm id verwendet, das zur Expression eines 
gewunschter Gens verwendet werden kann. pTRE enthalt eine Mehrfachclonierungsstelle (MCS) un- 
mittelbar stromabwarts des auf Tet ansprechenden PhCMV-t -Promoters. Gewunschte cDNAs oder 

20 Gene, die in eine der Stellen in der MCS inseriert wurden, sprechen auf die regulatorischen Proteine 
tTA und rtTA in den «Tet-Off»- bzw. «Tet-On»-Systemen an. PhCMVM enthalt das auf Tet anspre- 
chende Element (TRE), das' aus sieben Kopien der tet-Operatorsequenz mit 42-bp (teto) besteht. Das j 
TRE-Element ist unmittelbar stromaufwarts des minimalen CMV-Promotors (PminCMV), dem der En- 
hancer fehlt, der Teil des vollstandigen CMV-Promotors in den pTet-Plasmiden ist. Als Konsequenz ist 

25 PhCMV*-! bei einem Fehlen der Bindung von regulatorischen Proteinen an die tetO-Sequenzen abge- 
schaltet. Die clonierte Insertion muss ein Initiationscodon besitzen. In einigen Fallen kann die Zugabe 
einer «Kozak-Consensus»-Ribosomenbindungsstelle die Expressionsspiegel verbessem. Es wurden je- 
doch viele cDNAs in Tet-Systemen effizient exprimiert ohne die Zugabe einer «Kozak»-Sequenz. «pT- 
RE-Gen X»-Plasmide werden mit pTK-Hyg cotransfiziert, was die Selektion stabiler Transfektanten er- 

30 laubt. 

Die Etablierung eines «Tet-Off»- oder «Tet-On»-Expressionssystems erfordert im allgemeinen zwei 
aufeinanderfolgende stabile Transfektionen, urn so eine «doppelstabi!e» Zellinie zu erzeugen, die inte- 
grierte Kopien von Genen enthalt, die das geeignete regulatorische Protein und TRT unter der Kontrolle 
eines auf tet ansprechenden Elements (TRE) enthalten. Bei der ersten Transfektion wird ein geeignetes 

35 regulatorisches Protein in die Zellinie der Wahl durch Transfektion eines «Regulator-Plasmids», bei- 
spielsweise eines «pTet-Off»- oder «pTet-On»-Vektors, das die geeigneten regulatorischen Proteine ex- 
primiert, eingefuhrt. Die in das in das pTRE «Antwortplasmid» clonierte hTRT wird danach in der zwei- 
ten Transfektion eingefuhrt, urn so die doppelstabile «Tet-Off»- oder «Tet-On»-Zellinie zu erzeugen. Bei- 
de Systeme ergeben eine sehr genaue ein/aus-Kontrolie der Genexpression, eine regulierte 

40 dosisabhangige Induktion und hohe absolute Spiegel der Genexpression. 

Expression rekombinanter hTRT mittels DHFR und Adenovirus-Sequenzen 

Das pGRN155-Plasmidkonstrukt wurde fur die transiente Expression von hTRT-cDNA in Saugerzellen 

45 entworfen. Eine «Kozak-Consensus»-Sequenz wird an dem 5'-Ende der hTRT-Sequenz inseriert. Die ) 
hTRT-lnsertion enthalt keine 3'- oder 5'-nicht-translatierten Sequenzen (UTR). Die hTRT-cDNA wird in 
die EcoRI-Stelle von p91 023(B) inseriert (Wong, Science 228 (1985), 810-815). Die hTRT-lnsertion be- 
findet sich in derselben Orientierung wie der offene Leserahmen (ORF) von DHFR. Dadurch ist der Ex- 
pressionsvektor fur eine transiente Expression von besonderem Nutzen. 

50 pGRN15 enthalt den SV40-Replikationsstartpunkt und -Enhancer unmittelbar stromaufwarts eines 
Adenovirus-Promotors, ein Gen fur Tetracyclinresistenz, einen E. coli-Replikationsstartpunkt und einen 
VAI- und VAII-Genbereich von Adenovirus. Diese Expressionskassette enthalt in der folgenden Reihen- 
folge: den spaten Hauptpromotor von Adenovirus; den dreiseitigen Leader von Adenovirus; ein Hybridin- 
tron, das aus einer 5'-Spleissstelle vom ersten Exon des dreiseitigen Leaders und einer 3'-Spleissstelle 

55 des Immunglobulingens der Maus besteht; die hTRT-cDNA; die Maus-DHFR-codierende Sequenz und 
das SV40-Polyadenylierungssignal. 

Jetzt wurde beschrieben, dass der dreiseitige Leader von Adenovirus und die VA-RNAs die Effizienz, 
mit der polycistronische mRNAs translatiert werden, erhoht. Es wurde auch berichtet, dass die DHFR- 
Sequenz die Stabilitat von Hybrid-mRNA verstarkt. Die DHFR-Sequenz kann auch einen Marker zur Se- 

60 lektion und Amplifikation von Vektorsequenzen liefern (siehe Logan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 
(1984) 3655; Kaufman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985), 689 und Kaufman (1988) personliche Mit- 
teilung, Focus (Life Technologies, Inc.), Bd. 10 Nr. 3). 

Fur Zwecke der Veranschaulichung wird die folgende Liste von Expressionsplasmiden bereitgestellt. 

65 
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pGRN121 

Das EcoRI-Fragment des lambda-Clons 25-1.1.6, das die gesamte das hTRT-Protein codierende 
cDNA enthalt, inseriert in die EcoRI-St lie von pBluescriptllSK+, so dass das 5'-Ende der cDNA in der 
5 Nahe des T7-Promotors im Vektor ist. Der in di sem Vektor verwendete selektierbare Marker ist Ampi- 
cillin. 

pGRN122 

10 Das Notl-Fragment von pGRN121, das die den hTRT-ORF (offenen Leserahmen) codierende Se- 
quenz enthalt, inseriert in die Noti-Stelle von pEBVHisA, so dass die codierende Sequenz mit dem 
RSV-Promotor funktionell verknupft ist. Dieses Piasmid exprimiert ein Fusionsprotein, das aus einem mit 
dem N-Terminus des hTRT-Proteins fusionierten «His6-flag»> zusammengesetzt ist. Der verwendbare 
Marker, der mit diesem Vektor verwendet wird, ist Ampicillin oder Hygromycin. 

15 

pGRN123 

Das Notl-Fragment von pGRN121, das die den hTRT-ORF (offener Leserahmen) codierende Se- 
quenz enthalt, inseriert in die Notl-Stelle von pEBVHisA, so dass die codierende Sequenz im Vergleich 
20 zu dem RSV-Promotor in der entgegengesetzten Richtung orientiert ist, so dass «antisense»-hTRT ex- 
primiert wird. 

pGRN124 

25 Alle APAI-Stellen in pGRN121 deletiert und danach erfolgte die Deletion des den S-UTR («untransla- 
tierten Bereich») enthaltenden Mscl-Hincll-Fragments. Das das Stopcodon der hTRT codierenden Se- 
quenz enthaltende Nco-Xbal-Fragment wurde danach in die Nco-Xbal-Stellen von pGRN121 inseriert, 
wodurch ein Piasmid entstand, das aquivalent zu pGRN121 ist, ausser dass ihm der 3MJTR fehlt. Die- 
ses Piasmid kann vorzugsweise fur gesteigerte Expressionsspiegel in einigen Zellen verwendet werden. 

30 

pGRN125 

Das die hTRT codierende Sequenz enthaltende Notl-Fragment von pGRN124 inseriert in die Notl- 
Stelle von pBBS235, so dass der offene Leserahmen im Vergleich zu dem lac-Promotor in der gegen- 
35 laufigen Orientierung ist. Der nachweisbare Marker, der mit diesem Vektor verwendet wird, ist Chloram- 
phenicol. 

pGRN126 

40 Das die hTRT codierende Sequenz enthaltende Notl-Fragment von pGRN124, inseriert in die Notl- 
Stelle von pBBS235, so dass die hTRT codierende Sequenz in der gleichen Orientierung wie der lac- 
Promotor inseriert ist. 

pGRN127 

45 

Das Oligonucleotid 

5 ' - TGCGCACGTGGGAAGCCCTGGCagatctgAattCCaCcA 

TGCCGCGCGCTCCCCGC 
TG-3 ' 

wurde fur die in vitro-Mutagenese von pGRN125 zur Umwandlung des Initiationscodons ATG der hTRT 
codierenden Sequenz in eine «Kozak-Consensus»-Sequenz verwendet und zur Erzeugung von EcoRI- 
und Bglll-Stellen fur die Clonierung. COD2866 wurde auch zur Umwandlung von AmpS zu AmpR (Am- 
55 picillin-Resistenz) verwendet und COD1941 wurde zur Umwandlung von CatR (Chloramphenicol-Resi- 
stenz, zu Cats (Chloramphenicol-Empfindlichkeit) umgewandelt. 

pGRN128 

60 Das Oligonucleotid 
5 1 - 

TGCGCACGTGGGAAGCCCTGGCagatctgAattCCaCcATGCCGCGCGCTCCCCGC 
TG-3 1 

65 
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wurde fur die in vitro-Mutagenese verwendet, urn so das Initiationscodon ATG von hTRT in inem 
«Kozak-Consensus»-Sequenz umzuwandeln und EcoRI und Bglll-Stellen fur die Clonierung zu erzeu- 
gen. Es wurde auch das Oligonucleotid 

5' - 

CTGCCCTCAGACTTCAAGACCATCCTGGACTACAAGGACGACGATGACAAA 

TGAATTCAGATCTGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGC-3' 

zur Insertion des «IBI Flag» (International Biotechnolgies Inc. (IBI) Kodak, New Haven, CT) am C-Ter- 
minus verwendet und zur Erzeugung von EcoRI- und Bglll-Stellen fur die Clonierung. COD2866 wurde 
auch zur Umwandlung von AmpS zu AmpR verwendet und COD 1941 zur Umwandlung von CatR zu 
Cats. 

pGRN129 

Das Oligonucleotid 
5 ' - 

CGGGACGGGCTGCTCCTGCGTTTGGTGGAcGtc'TTCTTGTTGGTGACACCTCA 
CCTCACC-3 ' 

wurde zur in vitro-Mutagenese zur Umwandlung von Asp869 in ein Ala-Codon verwendet (d.h. das 
zweite Asp des DD-Motivs wurde fur dominant/negative Experimente in ein Alanin umgewandelt). Da- 
durch wurde auch eine Mlul-Stelle erzeugt. Auch das Oligonucleotid 

5'- 

CTGCCCTCAGACTTCAAGACCATCCTGGACTACAAGGACGACGATGACAAA 

TGAATTCAGATCTGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGCo , 

wurde zur Insertion des «IBI Flag» (IBI, New Haven, CT) am C-Terminus verwendet und zur Erzeugung 
von EcoRI- und Bgtll-Stellen fur die Clonierung. Auch COD2866 wurde zur Umwandlung von AmpS zu 
AmpR verwendet und COD1941 zur Umwandlung von CatR zu CatS. 

pGRN130 

Das Oligonucleotid 

CGGGACGGGCTGCTCCTGCGTTTGGTGGAcGcgTTCTTGTTGGTGACACCTCA 
CCTCACC-3 1 

wurde bei einer in vitro-Mutagenese zur Umwandlung des Asp869-Codons in ein Ala-Codon verwendet 
(d.h. das zweite Asp des DD-Motivs wurde zur Erzeugung einer dominant/negativen Proteinvariante in 
ein Alanin umgewandelt). Dadurch wurde auch eine Mlul-Stelle erzeugt. Auch das Oligonucleotid 

5* - 

TGCGCACGTGGGAAGCCCTGGCagatctgAanCCaCcATGCCGCGCGCTCCCCGC 
TG-3 * 

wurde bei einer in vitro-Mutagenese zur Umwandlung des Initiationscodons ATG der hTRT-codierenden 
Sequenz in eine «Kozak-Consensus»-Sequenz verwendet und zur Erzeugung von EcoRI und Bglll-Stel- 
len fur die Clonierung. Auch COD2866 wurde zur Umwandlung von AmpS zu AmpR (Ampicillin-Resi- 
stenz) verwendet und COD1941 zur Umwandlung von CatR (Chloramphenicol-Resistenz) zu CatS 
(Chloramphenicol-Empfindlichkeit). 

pGRN131 

Das EcoRI-Fragment von pGRN128, das die hTRT-ORF mit einer «Kozak»-Sequenz und «IBI Flag» 
(IBI, New Haven, CT)-Mutationen enthalt, inseriert in die EcoRI-Stelle von pBBS212, so dass der hTRT- 
ORF von dem MPSV-Promotor exprimiert wird. 

pGRN132 

Das EcoRI-Fragment von pGRN120, uas dun hTRT-ORF mit einer «Kozak»-Sequenz und «IBI Flag» 
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(IBI, New Haven, CT)-Mutationen enthalt, inseriert in die EcoRI-Stelle von pBBS212, so dass die «anti- 
sense»-Sequenz des hTRT-ORF vom MPSV-Promotor xprimiert wird. 

pGRN133 

5 Das EcoRI-Fragment von pGRN121, das di hTRT-codierende Sequenz enthalt, inseriert in die Eco- 
RI-Stelle von pBBS212, so dass das hTRT-Protein unter der Kontrolle des M PS V- Promoters expnmiert 
wird. 

10 pGRN134 

Das EcoRI-Fragment von pGRN121, das die hTRT-codierende Sequenz enthalt, inseriert in die Eco- 
RI-Stelle von pBBS212, so dass die «antisense»-Sequenz der hTRT codierenden Sequenz unter der 
Kontrolle des M PS V- Promoters exprimiert wird. Die mit diesem Vektor verwendeten selektierbaren Mar- 
15 ker sind Chlor/HygB/PAC. 

pGRN135 

pGRN126 wurde vollstandig mit Mscl und Smal geschnitten und zur Deletion von mehr als 95% der 
20 inserierten hTRT codierenden Sequenz erneut ligiert. Ein Smal-Mscl-Fragment wurde wahrend dieses 
Prozesses erneut inseriert, urn so fur die Selektion die Cat-Aktivitat wieder zu erzeugen. Dieses unge- 
reinigte Plasmid wurde dann erneut mit Sail und EcoRI geschnitten und das das Initiationscodon der 
hTRT codierenden Sequenz enthaltende Fragment in die Sall-EcoRI-Stellen von pBBS212 inseriert. Da- 
nach entstand ein «antisense»-Expressionsplasmid, das die «antisense»-Sequenz d es 5'-UTR und von 
25 73 Basen der codierenden Sequenz exprimiert. Die mit diesem Vektor verwendbaren selektierbaren 
Marker sind Chlor/HygB/PAC. 

pGRN136 

30 Das Hindlll-Sall-Fragment von pGRN126, das die hTRT codierende Sequenz enthalt, inseriert in die 
Hindlll-Sall-Stellen von pBBS242. 

pGRN137 

35 Das Sall-Sse8387l-Fragment von pGRN130, das die «Kozak»-Sequenz enthalt, inseriert in die Sail- 
Sse8387l-Stellen von pGRN136. 

pGRN138 

40 Das EcoRI-Fragment von pGRN124, das hTRT ohne den 3--UTR enthalt, inseriert in die EcoRI-Stelle 
von pEGFP-C2, so dass die Orientierung von hTRT dieselbe ist wie fur die EGFP-Domane. 

pGRN139 
45 Das Oligonucleotid 
5 ' - 

CTGCCCTCAGACTTCAAGACCATCCTGGACTACAAGGACGACGATGACAAA 
so TGAATTCAGATCTGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGC-3' 

wurde zur Insertion des «IBI Flag» (IBI, New Haven, CT) am C-Terminus von hTRT in pGRNI 25 mittels 
in-vitro-Mutagenese verwendet und zur Erzeugung von EcoRI- und Bglll-Stellen fur die Clonierung 
Auch COD2866 wurde zur Umwandlung von AmpS zu AmpR (Ampicillin-Resistenz) verwendet und 
COD1941 zur Umwandlung von CatR (Chloramphenicol-Resistenz) zu Cats (Chloramphenicol-Empfind- 



55 



lichkeit). 
pGRN140 



Das Ncol-Fragment, das die stromaufwarts gelegene Sequenz von genomischer hTRT und das erste 
60 Intron von hTRT von lambdaG55 enthalt, inseriert in die Ncol-Stelle von pBBS167. Das Fragment ist so 
orientiert dass hTRT sich in derselben Richtung befindet wie der lac-Promotor. 
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pGRN141 

Das Ncol-Fragment, das die stromaufwarts gelegenen Sequenzen der genomischen hTRT und das 
erste Intron von hTRT von lambdaG55 enthalt, inseriert in die Ncol-Stelle von pBBS167. Dieses Frag- 
5 ment ist so orientiert, dass hTRT im Vergleich zu dem lac-Promotor in der gegenlaufigen Richtung ist. 

pGRN142 

Das Notl-Fragment vom lambdaG45, das die vollstandige genomische -15 kbp-lnsertion, einschliess- 
10 lich des hTRTGenpromotorbereichs enthalt, wurde in die Notl-Stelle von Plasmid pBBS185 inseriert. 
Das Fragment ist so orientiert, dass der hTRT-ORF sich in einer zu dem lac-Promotor gegensatzlichen 
Orientierung befindet. 

pGRN143 

15 

Das Notl-Fragment vom lambdaG45, das die vollstandige genomische -15 kbp-lnsertion, einschliess- 
lich des hTRTGenpromotorbereichs enthalt, wurde in die Notl-Stelle von Plasmid pBBS185 inseriert. 
Das Fragment ist so orientiert, dass der hlRT-ORF sich in einer zu dem lac-Promotor selben Orientie- 
rung befindet. 

20 

pGRIM144 

Sail-Deletion von pGRN140 zur Entfernung von lambda-Sequenzen. ^ 
25 pGRN145 

Dieser Vektor wurde zur Expression von hTRT-Sequenzen in Saugerzellen konstruiert. Das EcoRI- 
Fragment von pGRN137, das die hTRT-codierende Sequenz enthalt, inseriert in die EcoRI-Stelle von 
pBBS212 zur Entfernung des Anteils der Sequenz, der dem 5'-UTR von hTRT-mRNA entspricht. Die 
30 hTRT codierende Sequenz ist so orientiert, dass sie unter der Kontrolle des MPSV- Promoters exprimiert 
wird. Die mit diesem Vektor verwendeten selektierbaren Marker sind Chlor/HygB/PAC. 

pGRN146 

35 Dieser Vektor wurde fur die Expression von hTRT-Sequenzen in Saugerzellen konstruiert. Das 
Sse8387l-Notl-Fragment von pGRN130, das die D869A-Mutation von hTRT enthalt, inseriert in die 
Sse8387l-Notl-Stellen von pGRN137. Die mit diesem Vektor verwendeten selektierbaren Marker sind 
Ampicillin/HygB/PAC. 

40 pGRN147 

Das Sse8387l-Notl-Fragment von pGRN139, das das «IBI Flag» (IBI, New Haven, CT) enthalt, inse- 
riert in die Sse8387l-Notl-Stellen von pGRN137. 

45 pGRN148 \ 

Das Bglll-Eco47lll-Fragment von pGRN144, das den Promotorbereich von hTRT enthalt, inseriert in 
Bglll-Nrul-Stellen von pSEAP2, wobei ein hTRT-Promotor/Reporter-Konstrukt entstand. 

50 pGRN149 

Dieser Vektor ist ein Zwischenvektor fur die Konstruktion eines Expressionsvektors fur ein hTRT-Fusi- 
onsprotein. Das mutagene Oligonucleotid 

3' wurde zur Anfugung einer Csp45l-Stelle an den C-Terminus von hTRT durch in vitro-Mutagenese 
55 von pGRN125 verwendet. Das «Stop»-Codon von hTRT wurde deletiert und gegen eine Csp451-Stelle 
ausgetauscht. 

Der mit diesem Vektor verwendete selektierbare Marker ist Ampicillin. 
pGRN150 

60 

Das Gblll-Fspl-Fragment von pGRN144, das den Promotorbereich von hTRT enthalt, inseriert in die 
Bglll-Nrul-Stellen von pSEAP2, wodurch ein hTRT-Promotor/Reporter-Konstrukt entstand. 
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pGRN151 

Dieser Vektor wurde zur Expression von hTRT-Sequenzen in Saugerzellen konstruiert. Das EcoRI- 
Fragment von pGRN147, das die hTRT codier nde Sequenz enthalt, inseriert in die EcoRI-Steile von 
5 pBBS212, urn so den Anteil der Sequenz zu entfernen, der dem 5'-UTR der hTRT-mRNA entspricht. 
Die hTRT codierende Sequenz ist so orienti rt, dass sie unter der Kontrolle d s MPSV-Promotors expri- 
miert wird. Die mit diesem Vektor verwendeten Marker sind Chlor/HygB/PAC. 

pGRN152 

10 . _,. _ 

Das EcoRI-Fragment von pGRN146, das die hTRT codierende Sequenz enthalt, inseriert in die Eco- 
RI-Stelle von pBBS212 zur Entfemung des Anteils der Sequenz, der dem 5'-UTR von hTRT entspricht. 
Die hTRT codierende Sequenz ist so orientiert, dass sie unter der Kontrolle des MPSV-Promotors expri- 
miert wird. 

15 

pGRN153 

Das Styl-Fragment von pGRN130 t das die D869-* A- Mutation von hTRT enthalt (eine hTRT-Variante 
codierende Sequenz) wurde in die Styl-Stellen von pGRN158 inseriert, wodurch ein Plasmid erhalten 
20 wurde, das die hTRT codierende Sequenz mit einer «Kozak-Consensus»-Sequenz an seinem 5'-Ende, 
eine «!B1 FLAG»-Sequenz an seinem 3'-Ende der den C-Terminus codierende Bereich und die 
D869-*A-Mutation enthalt. 

pGRN154 

25 

Das das hTRT-Gen enthaltende EcoRI-Fragment von pGRN153, wurde in die EcoRI-Stelle von Plas- 
mid pBS212 so inseriert, dass der hTRT-ORF sich in derselben Orientierung befindet wie der MPSV- 
Promotor. Dadurch ensteht ein MPSV-gesteuertes Expressionsplasmid, das das hTRT-Protein mit einer 
«Kozak-Consensus»-Sequenz an seinem aminoterminalen Ende eine «IBI FLAG» an seinem C-Termi- 
30 nus und die D869->A-Mutation exprimiert. 

pGRN155 

Dieser Vektor wurde zur Expression von hTRT-Sequenzen in Saugerzellen konstruiert. Die Insertion 
35 enthielt cDNA von hTRT in vollstandiger Lange ohne 5'- und 3'-UTR und «Kozak»-Sequenzen. Das 
EcoRI-Fragment von pGRN145, das die hTRT-cDNA mit der «Kozak-Consensus»-Sequenz jedoch kei- 
ne 3'- oder 5'-UTR enthalt, wurde in die EcoRI-Stelle von p91 023(B) inseriert, so dass das hTRT in der- 
selben Orientierung ist wie der DHFR-ORF. Dadurch entsteht ein Expressionsvektor fur die transiente 
Expression von hTRT. Der mit diesem Vektor verwendete selektierbare Marker ist Tetracyclin. 

40 

pGRN156 

Dieser Vektor wurde zur Expression von hTRT-Sequenzen in Saugerzellen konstruiert. Das EcoRI- 
Fragment von pGRN146, das die D869A-Mutation der hTRT-cDNA mit der <«Kozak-Consensus»-Se- 
45 quenz ohne 3'- oder 5'-UTR enthalt, inseriert in die EcoRI-Stelle von p91 023(B), so dass hTRT in der 
gleichen Orientierung ist wie der DHFR-ORF. Dadurch entsteht ein Expressionsvektor fur die transiente 
Expression von hTRT. Die Insertion enthielt cDNA von hTRT mit vollstandiger Lange ohne 5'- und 3'- 
UTR, D869A und «Kozak»-Sequenzen. Der mit diesem Vektor verwendete selektierbare Marker ist Te- 
tracyclin. 

50 

pGRN157 

Dieser Vektor wurde fur die Expression von hTRT-Sequenzen in Saugerzellen konstruiert. Das Eco- 
RI-Fragment von pGRN147, das die hTRT-cDNA mit dem "Kodak flag» am C-Terminus enthalt, und die 
55 «Kozak-Consensus»-Sequenz ohne 3'- oder 5'-UTR, inseriert in die EcoRI-Stelle von p91 023(B), so 
dass hTRT in der gleichen Orientierung ist wie der DHFR-ORF. Dadurch entsteht ein Expressionsvektor 
fur die transiente Expression von hTRT. Die Insertion enthielt cDNA von hTRT mit vollstandiger Lange 
ohne 5'- und 3'-UTR eine «FLAG»>-Sequenz (Immunex Corp., Seattle, WA) und «Kozak»-Sequenzen. 
Der mit diesem Vektor verwendete selektierbare Marker ist Tetracyclin. 

60 

pGRN158 

Dieser V ktor wurde fur die Expression und Mutagenese von TRT-Sequenzen in E. coli konstruiert. 
Das EcoRI-Fragment von pGRN151, das den hTRT-ORF enthalt, inseriert in die EcoRI-Stelle von 
65 pBBS183, so dass der hTRT-ORF im Vergleich zu dem lac-Promotor in der g genlaufigen Orientierung 
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vorliegt. Die Insertion enthielt cDNA von hTRT mit vollstandiger Lange ohne 5'- und 3'-UTR, eine 
«FLAG»-Sequenz (Immunex Corp., Seattle, WA) und «Kozak»-Sequenzen. Die codierende Sequenz 
wird von einem T7-Promotor gesteuert. Der mit diesem Vektor verwendete selektierbare Marker ist Am- 
picillin. 

5 

pGRN159 

Dieser Vektor wurde zur Expression und Mutagenese von TRT-Sequenzen in E. coli konstruiert. Das 
Hel-Kpnl-Fragment von pGRN138, das die Fusion von EGFP an hTRT enthalt, inseriert in die Xbal- 
10 Kpnl-Stellen von pBlueScriptllKS+. Dies ergibt einen T7-Expressionsvektor fur das Fusionsprotein (die 
codierende Sequenz wird von einem T7-Promotor gesteuert). Diese Insertion enthalt hTRT-cDNA mit 
vollstandiger Lange ohne den 3'-UTR als ein Fusionsprotein mit EGFP. Der mit diesem Vektor verwen- 
dete selektive Marker ist Ampicillin. 

15 pGRN160 

Dieser Vektor wurde zur Expression von «antisense»-hTR-Sequenzen in Saugerzellen konstruiert. Die 
codierende Sequenz wird von einem MPSV-Promotor gesteuert. Das Xhol-Nsil-Fragment von pGRN90, 
das hTR mit vollstandiger Lange enthalt inseriert in die Sall-SSE/8387I-Stellen von pBBS295. Dies er- 
20 gibt einen transienten stabilen Vektor, der hTR in der «antisense»-Orientierung exprimiert. Ein GPT- 
Marker wurde in den Vektor eingebaut. Die mit diesem Vektor verwendeten selektierbaren Marker sind 
Chlor/gpt/PAC. 



25 



55 



60 



65 



pGRN161 



Dieser Vektor wurde zur Expression von «sense»-HT-Sequenzen in Saugerzellen konstruiert. Ein 
Xhol-Nsil-Fragment von pGRN89, das hTR mit vollstandiger Lange enthalt, inseriert in die Sail- 
SSE8387I-Stellen von pBBS295. Dies ergibt einen transienten/stabilen Vektor, der hTR in der «sense»- 
Orientierung exprimiert. Die codierende Sequenz wird von einem MPSV-Promotor gesteuert. Ein GPT- 
30 Marker wurde in den Vektor eingebaut. Die mit diesem Vektor verwendeten Marker sind Chlor/gpt/PAC. 

pGRN162 

Ein Xhol-Nsil-Fragment von pGRN87, das hTR mit vollstandiger Lange enthalt, inseriert in die Sall- 
35 SSE8387I-Stellen von pBBS295. Dies ergibt einen transienten/stabilen Vektor, der verkurzte hTR (von 
Position +108 bis +435) in der «sense»-Orientierung exprimiert. 

pGRN163 

40 Dieser Vektor wurde zur Expression und Mutagenese von TRT-Sequenzen in E. coli konstruiert. Die 
codierende Sequenz wird von einem T7-Promotor gesteuert. RA45 

(5M3CCACCCCCGCGCTGCCTCGAGCTCCCCGCTGC-3') 

45 wird in einer in vitro-Mutagenese zur Uberfuhrung des Initiations-Met in hTRT zu Leu verwendet und zur 
Einfuhrung einer Xhol-Stelle in den beiden nachsten Codons nach dem Leu. Auch COD 1941 wurde 
zur Uberfuhrung von CatR nach CatS und Einfuhrung einer BSPHI-Stelle verwendet und COD 2866 zur 
Uberfuhrung vom AmpS zu AmpR, wobei eine Fspl-Stelle eingefuhrt wurde. Der mit diesem Vektor ver- 
wendete selektierbare Marker ist Ampicillin. 

50 pGRN164 

Dieser Vektor wurde fur die Expression von hTR-Sequenzen in E. coli konstruiert. Die Primer hTR+1 
GGGGAAGCTTTAATACGACTCACTATAGGGTTGCGGAGGGTGGGCCTG-3' 
und hTR +44 5 

CCCCGGATCCTGCGCATGTGTGAGCCGAGTCCTGGG-3 1 



wurden zur Amplication eines Fragments von pGRN33 mittels PCR verwendet, das hTR mit vollstandi- 
ger Lange und dem T7-Promotor an seinem 5'-Ende (wie in hTR+l) enthalt. Eine BamHI-Hindlll-Spal- 
tung des PCR-Produkts wurde in die BamHI-Hindlll-Stellen von pUC119 inseriert. Die codierende Se- 
quenz wird von einem T7-Promotor gesteuert. Der mit diesem Vektor verwendete selektierbare Marker 
ist Ampicillin. 
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pGRN165 

Dieser Vektor wurde fur die Expression und Mutagenese von hTRT-Sequenzen in E. coli verwendet. 
Die codierende Sequenz wird von einem T7-Promotor gesteuert. Ein EcoRI-Fragment von pGRN145, 
5 das den hTRT-orf mit einer «Kozak»»-Sequenz am vorderen Ende enthalt, inseriert in die EcoRI-Stelle 
von pBluescriptllSK+, so dass hTRT in derselben Orientierung vorliegt wie der T7-Promotor. Der mit 
diesem Vektor verwendete selektierbare Marker ist Ampicillin. 

pGRN166 

10 

Dieser Vektor wurde zur Expression und Mutagenese von TRTSequenzen in Saugerzellen konstruiert. 
Die codierende Sequenz wird von einem T7-Promotor gesteuert. Das EcoRI-Fragment von pGRN151 t 
das den hTRT-ORF mit einer «Kozak»-Sequenz am vorderen Ende enthalt und ein «IBI flag» am hinte- 
ren Ende, inseriert in die EcoRI-SteNe von pBluescriptllSK* so dass hTRT in der gleichen Orientierung 
15 vorliegt wie der T7-Promotor. Die Insertion enthielt hTRT-cDNA mit vollstandiger Lange ohne 5'- und 
3'-UTR, eine «FLAG»-Sequenz (Immunex Corp. Seattle, WA) und «Kozak»-Sequenzen. Der mit diesem 
Vektor verwendete selektierbare Marker ist Ampicillin. 

pGRN167 

20 

Ein Avrll-Stul-Fragment von pGRN144, das das 5'-Ende des hTRT-ORF enthalt, inseriert in die Xbal- 
Stul-Stellen von pBES161. 

pGRN168 

25 

Das die optimierte hTRT-Expressionskassette enthaltende EcoRI-Fragment von pGRN145 wurde in 
die EcoRI-Stelle von pIND so inseriert, dass die hTRT codierende Sequenz in derselben Orientierung 
ist wie der miniCMV-Promotor. 

30 pGRN169 

Das die optimierte hTRT-Expressionskassette enthaltende EcoRI-Fragment von pGRN145 wurde so 
in die EcoRI-Stelle von pIND inseriert, dass das hTRT in der umgekehrten Orientierung ist, bezogen auf 
den miniCMV-Promotor. 

35 

pGRN170 

Das die optimierte hTRT-Expressionskassette enthaltende EcoRI-Fragment von pGRN145 wurde so 
in die EcoRI-Stelle von plND(spl) inseriert, dass das hTRT in der gegenlaufigen Orientierung vorliegt, 
40 bezogen auf den miniCMV-Promotor. 

pGRN171 

Das Eco47ll-Narl-Fragment von pGRN163 inseriert in die Eco47111-Narl-Stellen von pGRN167. Da- 
45 mit wird die M1L-Mutation in ein Fragment der genomischen hTRT-DNA eingefuhrt. 

pGRN172 

Das BamHI-Stul-Fragment von pGRN171, das in hTRT die Mutation Met zu Leu enthalt, inseriert in 
50 die Bglll-Nrul-Stellen von pSEAP2-«Basic». 

pGRN173 

Das EcoRV-Eco47lll-Fragment von pGRN144, das das 5'-Ende des hTRT-Promotorbereichs enthalt, 
55 wurde in die Srfl-Eco47lll-Stellen von pGRN172 inseriert. Dadurch entstand ein Promotor/Reporter-Plas- 
mid, das den Promotorbereich von hTRT von etwa 2,3 kb stromaufwarts des Starts des hTRT-ORF bis 
unmittelbar nach dem ersten Intron im codierenden Bereich mit der Met1->Leu-Mutation enthalt. 

pGTN174 

60 

Das die «optimierte» hTRT-Expressionskassette enthaltende EcoRI-Fragment von pGRN145 wurde in 
die EcoRI-Stelle von plND(spl) so inseriert, dass das hTRT dieselbe Orientierung hat wie der miniCMV- 
Promotor. 

65 
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Beispiel 7 

Rekonstitution von Telomerase-Aktivitat 

5 a) Co-Exoression von hTRT und hTR in vitro 

In diesem Beispiel wird die Co-Expression von hTRT und hTR mittels eines zellfreien in vitro-Ex- 
pressionssystems beschrieben. Die Ergebnisse zeigen, dass das von pGRN121 codierte hTRT-Poly- 
peptid ein katalytisch aktives Telomerase-Protein codiert, und dass die in vitro-Rekonstitution (IVR) 
10 des Telomerase-RNPs unter Verwendung rekombinant exprimierter hTRT und hTR erzielt werden 
kann. 

Telomerase-Aktivitat wurde durch Zugabe linearisierter Plasmide mit hTRT (pGRN121; 1 ng DNA, ge- 
spalten mit Xbal) und hTR (pHTR+1; 1 \ig, gespalten mit Fspl) zu einem gekoppelten Transpriptions/ 
Translations-Reticulocyten-Lysat (Promega TNT®) rekonstituiert. pHTR+1 ist ein Plasmid, das nach Li- 

15 nearisierung mit Fspl und anschliessender Transkription durch T7-RN A- Polymerase ein Transkript mit 
445 Nucleotiden erzeugt, das mit dem Nucleotid +1 beginnt und sich bis ^u dem Nucleotid 446 von 
hTR erstreckt (Autexier et al., EMBO J. 15 (1996), 5928). Fur eine 50 jil-Re&ktion wurden die folgenden 
Bestandteile zugegeben: 2 pgl TNT®-Puffer, 1 jil TNT®-T7-RNA- Polymerase, 1 nl 1 mM Aminosaurege- 
misch, 40 Einheiten Rnasin® RNase-lnhibitor, jeweils 1 pg linearisierte Matrizen-DNA und 25 \i\ TNT®- 

20 Reticulocytenlysat. Die Bestandteile wurden in dem vom Hersteller empfohlenen Verhaltnis zugefugt und 
90 Minuten bei 30°C inkubiert. Die Transkription wurde durch den T7-Promotor gesteuert und sie konnte 
auch vor der Zugabe von Reticulocytenlysat mit ahnlichen Ergebnissen durchgefuhrt werden. Nach der t 
Inkubation wurden 5 und 10 \i\ der programmierten Transkriptions/Translations-Reaktion hinsichtlich Te- 
lomerase-Aktivitat mittels des vorstehend beschriebenen TRAP-Assays (Autexier et al., a.a.O.) unter 

25 Verwendung von 20 PCR-Cyclen zur Signalamplifikation untersucht. 

Die Ergebnisse der Rekonstitution sind in Fig. 10 gezeigt. Fur jede Transkriptions-Translations-Reakti- 
on gibt es drei Spuren. Die ersten zwei Spuren sind Duplikat-Assays und die dritte Spur ist eine zum 
Ausschluss PCR-erzeugter Artefacte vor der TRAP-Phase hitzedenaturierte (95°C, 5 Minuten) Duplikat- 
probe. 

30 Wie in Fig. 10 gezeigt, hat das Reticulocytenlysat keine nachweisbare Telomerase-Aktivitat (Spur 6). 
In ahnlicher Weise wird keine nachweisbare Aktivitat beobachtet, wenn entweder hTR allein (Spur 1) 
Oder das hTRT-Gen mit vollstandiger Lange (Spur 4) zu dem Lysat gegeben werden. Wenn beide Kom- 
ponenten zugegeben werden (Spur 2), wird Telomerase-Aktivitat erzeugt, wie dies anhand des charak- 
teristischen Musters von Wiederholungsleitern gezeigt wird. Wenn der carboxyterminale Bereich des 

35 hTRT-Gens durch Spaltung des Vektors mit Ncol entfernt wird («verkurztes hTRT») wird Telomerase- 
Aktivitat aufgehoben (Spur 3). Spur 5 zeigt, dass die Translation der verkurzten hTRT allein keine Telo- 
merase-Aktivitat erzeugt. Spur «R8» zeigt eine positive Kontrolle fur eine Telomerase-Produktleiter, die 
durch «TRAP» von TSR8 (einem synthetischen Telomerase-Produkt mit einer Nucleotidsequenz des 
Standards fur Quantifizierung) erzeugt wird 

40 

(5 , .ATTCCGTCGAGCAGAGTTAG[GGTTAG] 7 -3 , )). 



B) Mischen von hTRT und hTR in vitro 

Die in vitro-Rekonstitution von Telomerase-Aktivitat wurde auch durch Vermischen erzielt. hTRT wur- 
de, wie vorstehend beschrieben, transkribiert und translatiert, jedoch ohne die Zugabe des hTR-PIas- 
mids. Die Rekonstitution des TelomeraseRNP wurde dann durch Vermischen des hTRT-Translationsge- 
misches mit hTR (vorher durch die Transkription mit T7-RNA-Polymerase von phTR+1-Fsp erzeugt) im 
Verhaltnis von 2 Al hTRT-Translationsgemisch zu 2 pi hTR (1 \ig) und anschliessender 90minutiger In- 
kubation bei 30°C erzielt. Dieses Verfahren der hTRT-hTR-Rekonstitution wird als «verbundene Rekon- 
stitution" Oder «verbundene IVR»» bezeichnet. In diesem Gemisch ist Telomerase-Aktivitat vorhanden 
(d.h. kann nachgewiesen werden). Ein verbessertes Signal wurde nach partieller Reinigung der Aktivitat 
durch DEAE-Chromatographie beobachtet. In diesem Fall wurde eine «Millipore Ultrafree- MC DEAE 
Zentralfilter»-Vorrichtungen gemass Standardverfahren (d.h. gemass den Anweisungen des Herstellers) 
verwendet. Die verwendeten Puffer waren: hypoO.1, hypo0.2 und hypol.0, wobei hypo 20 mM Hepes- 
KOH, pH-Wert 7,9, 2 mM MgCI 2 , 1 mM EGTA, 10% Glycerin, 0,1% NP-40, 1 mM DTT, 1 mM Natrium- 
metabisulfit, 1 mM Benzamidin und 0,2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) ist und wobei sich 0.1, 
0.2 und 1.0 auf 0,1, 0,2 oder 1,0 M KCI beziehen. Die Filter wurden mit hpyol.O vorkonditioniert, mit 
hypoO.1 gewaschen, danach wurde die rekonstituierte Teiomerase aufgeladen, die Saule mit hypoo.1 
und im Anschluss daran hypo0.2 gewaschen und die rekonstituierte Teiomerase wurde mit hypo 1 .0 mit 
dem halben Volumen im Vergleich zu dem Aufladvolumen eluiert. Diese Zubereitung konnte bei -70°C 
in gefrorenem Zustand aufbewahrt werden und sie behalt Aktivitat. 

Telomerase-Aktivitat wurde in einem zweistufigen Verfahren untersucht. Im ersten Scrritt wurde ein 
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ublicher Telom erase Assay wie von Morin, Cell 59 (1989), 521 beschrieben durchgefuhrt, ausser dass 
keine radioaktive Markierung verwendet wurde. Bei dem zweiten Schritt wurde in Aliquot mittets des 
«TRAP»»-Verfahrens fur 20 bis 30 Cyclen (wie vorstehend beschrieben) untersucht. Der ubliche Telome- 
rase-Assay wurde so durchgefuhrt, dass 1 bis 10 nl rekonstituierte Telomerase untersucht wurden in 25 

5 mM Tris-HCI, pH-Wert 8,3, 50 mM Kaliumacetat, 1 mM EGTA, 1 mM MgCfe, 2 mM DATP, 2 mM TTP, 
10 pM dGTP und 1 >iM Primer (ublicherweise M2, AATCCGTCGAGCAGAGTT) in einem Endvolumen 
von 40 bis 50 pi bei 30°C und fur 60 bis 180 Minuten. Die Reaktion wurde durch 5minutiges Erhitzen 
auf 95°C gestoppt und mit 1-10 pi des Gemisches des ersten Schritts wurde der zweite Schritt, die 
«TRAP»-Reaktion (50 durchgefuhrt. 

10 In zusatzlichen Experimenten wurde die Synthese von hTRT und hTR wahrend einer in vitro-Rekon- 
stitution anhand des Einbaus von 35S-Methionin bzw. Northern blotting uberwacht. Proteine mit etwa 
der vorhergesagten Grosse wurden fur hTRT (127 kD), hTRT-Nco (85 kD) und pro90hTRT (90 kD) in 
etwa aquimolaren Mengen (relativ zueinander) synthetisiert. Die Northern-Analyse zeigte, dass die hTR- 
Synthese die korrekte Grosse (445 Nucleotide) aufwies und vorherrschend intakt war. 

15 Fur den Fachmann sind Variationen des oben beschriebenen Rekonstitutionsprotokolls offensichtlich. 
Beispielsweise konnen folgende Parameter variiert werden: Rekonstitutionszeit unrj Temperatur, das 
Vorhandensein oder die Konzentration von Bestandteilen wie monovalente Salze (z.B. NaCI, KCI, 
Kaliumacetat, Kaliumglutamat etc.), divalente Salze (MgCfe, MnCI 2t MgS04, etc.), Denaturierungsmittel 
(Harnstoff, Formamid etc.), Detergenzien (NP-40, Tween, CHAPS, etc.). Es konnen auch alternative 

20 verbesserte Reinigungsverfahren (z.B. Immunprazipitation, Affinitatschromatographie oder Standardchro- 
matographie) angewandt werden. Diese und andere Parameter konnen auf systematische Weise variiert 
werden, urn so die Bedingungen fur bestimmte Assays oder andere Rekonstitutionsprotokolle zu opti- 
mieren. 

25 C) Die Rekonstitution mittels hTRT-Varianten und Fusionsproteinen 

Rekonstitution von katalytischer Telomerase-Aktivitat trat auf, wenn EGFP-hTRT eine Fusion des "en- 
hanced green fluorescent-Protein an hTRT (siehe Beispiel 15) oder «Epitop-tagged» hTRT (IBl FLAG, 
siehe Beispiels 6) mit hTR coexprimtert wurden, wobei beide Telomerase-Aktivitat auf ungefahr Wildtyp- 
30 Spiegel rekonstituierten. 

lm Gegensatz dazu wurde Telomerase-Aktivitat nicht rekonstituiert, wenn die hTRT-Variante 
pro90hTRT (der die RT-Motive B', C, D und E fehlen) verwendet wurde. Dies zeigt, dass pro90hTRT 
keine katalytische Telomerase-Aktivitat besitzt, wobei diese andere Aktivitaten besitzen konnte (z.B. die 
Fahigkeit zur RNA (d.h. hTR)-Bindung und sie konnte auch als dominant-negativer Regulator von Telo- 
35 merase in vivo, wie vorstehend beschrieben, wirken. 

D) Die Untersuchung von in vitro-rekonstituierter Telomerase-Aktivitat mittels des Gel-Blots und des ubli- 
chen Telomerase-Assays 

40 Das folgende Beispiel zeigt, dass in vitro-rekonstituierte Telomerase (IVR) zusatzlich zu auf Amplica- 
tion basierenden Assays, (d.h. TRAP) mittels ublicher Telomerase-Assays untersucht werden kann. Te- 
lomerase wurde in vitro rekonstituiert (IVR) wie in Teil (B) vostehend beschrieben (das «verbundene 
Rekonstitutions»-Verfahren) wonach sich eine DEAE-Reinigung, wie vorstehend beschrieben, anschloss. 
Die IVR-Telomerase wurde mittels des Gel-Blot-Assays unter den folgenden Reaktionsbedingungen un- 

45 tersucht: 1 bis 10 \i\ IVR-Telomerase in 25 mM Tris-HCI, pH-Wert 8,3, 50 mM Kaliumacetat, 1 mM EG- 
TA, 1 mM MgCI 2 , 0,8 mM dATP, 0,8 mM TTP, 1,0 mM dGTP und 1 ^M Primer (M2, AATCCGTCGAG- 
CAGAGTT; Oder H3.03, TTAGGGTTAGGGTTAGGG) fur 180 Minuten bei 30°C und einem Endvolumen 
von 40 pi. Die synthetisierte Telomer-DNA wurde anhand von Standard-Verfahren isoliert, auf einem Gel 
mit 8%igem Polyacrylamid und 8 M Harnstoff aufgetrennt, auf eine Nylon-Membran transferiert und un- 

50 ter Verwendung der in dem Dot-Blot-Assay verwendeten 32p.(ccCTAA)n-Ribonucleotidsonde abge- 
sucht. Mittets dieser Sonde konnte eine Leiter von sechs Nucleotiden in der Spur identifiziert werden, 
die 10 pi IVR-Telomerase reprasentiert, was Equivalent war zu der Leiter, die fur 5 \i\ nativer nuclearer, 
mit «mono Q» und Heparinchromatographie gereinigter Telomerase beobachtet wurde. Die Ergebnisse 
zeigen, dass IVR-Telomerase Equivalent zu nativer Telomerase eine prozessive katalytische Telomera- 

55 se-Aktivitat aufweist. 

Die IVR-Telomerase («verbundene Rekonstitution**) wurde auch anhand des ublichen, auf dem Ein- 
bau von 32 P-dGTP basierenden Telomerase-Assays untersucht. Die so rekonstituierte Telomerase, die 
danach uber DEAE-Reinigung, wie vorstehend beschrieben, gereinigt wurde, wurde sowohl unter pro- 
zessiven als auch nicht-prozessiven Reaktionsbedingungen untersucht. Die Assay-Bedingungen waren: 

60 5-10 nl rekonstituierte Telomerase («verbundene Rekonstitution**) in 25 mM Tris-HCI, pHWert 8,3, 
50 mM Kaliumacetat, 1 mM EGTA, 1 mM MgCfe>, 2 mM dATP, 2 mM TTP mit 10 M M 32p.dGTP (72 Ci/ 
mMol) (fur den Assay hinsichtlich prozessiver Bedingungen) oder 1 pM 32 P-dGTP (720 Ci/mMol) (fur 
nicht-prozessive Bedingungen) und 1 nM Primer (d.h. H3.03 TTAGGGTTAGGGTTAGGG) bei 30°C (fur 
die prozessive Reaktion) oder 37°C fur die nicht-prozessive Reaktion fur 180 Minuten in einem Endvolu- 

65 men von 40 ial. Die synthetisierte Telomer-DNA wurde mittels Standardverfahren isoliert und auf einem 
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Sequenzierungsgel mit 8%igem Polyacrylamid und 8 M Harnstoff aufgetrennt. Die prozessive Reaktion 
zeigte eine schwachere Leiter von sechs Nucleotides was mit einer prozessiven Telomerase-Reaktion 
ubereinstimmt und bei der nicht-prozessiven Reaktion wurde eine Wiederholungseinheit hinzugefugt, ein 
Muster, das aquivalent zu der Kontroll reaktion mit einer Preparation nativer Telomerase ist. Ubliche As- 
5 says unter Verwendung von Telomerase «verbundene Rekonstitution» sind bei der Suche nach Telome- 
rase-Modu!atoren, wie hier beschrieben, nutzlich, sowie auch bei anderen Anwendungen, wie beispiels- 
weise der Aufklarung von strukturellen und funktionellen Eigenschaften von Telomerase. 

E) In vitro rekonstituierte Telomerase erkennt 3'-Enden von Primern 

10 

Dieses Experiment zeigt, dass durch «verbundene Rekonstitution» hergestellte Telomerase 3'-Enden 
von Primern erkennt, aquivalent zu nativer (gereinigter) Telomerase. Telomerase bildet eine Basen-ge- 
paarte Duplex zwischen dem 3'-Ende eines Primers und dem Matrizenbereich von hTR und fugt das 
nachste vorgesehene Nucleotid an (Morin, 1989, a.a.O.). Urn zu verifizieren, dass (rekombinante) IVR- 

15 Telomerase («verbundene Rekonstitution») die gleiche Eigenschaft aufweist, wurden die Reaktionen von 
Primern mit --GGG Oder ~TAG-3'-Enden (AATCCGTCGAGCAGAGGG bzw. 
AATCCGTCGAGCAGATAG) mit einem Primer verglichen mit einem — GTT 3'-Terminus (M2; 
• AATCCGTCGAGCAGAGTT; der Standard-«TRAP»-Primer), wobei in vitro rekonstituierte und native Te- 
lomerase verwendet wurden, die durch den Zwei-Stufen Assay (Gblich/TRAP), der vorstehend ausfuhr- 

20 Hch beschrieben wurde, untersucht wurden. Die Produktleitern der Primer --GGG und —TAG verscho- 
ben sich urn +4 bzw. +2 im Vergleich zu dem Standardprimer (-GTT 3'-Ende); derselbe Effekt wurde 
mit nativer Telomerase beobachtet. Dieses Experiment zeigt, dass in vitro-rekonstituierte («verbundene J 
Rekonstitution») und native Telomerase Primerenden auf die gleiche Weise erkennen. 

Diese Ergebnisse (zusammen mit den vorstehenden Ergebnissen, die zeigen, dass IVR-Telomerase 

25 sowohl prozessive als auch nicht-prozessive katalytische Aktivitat besitzt) zeigen an, dass IVR-Telome- 
rase eine ahnliche Struktur und ahnliche Eigenschaften im Vergleich zu nativer oder gereinigter Telome- 
rase besitzt. 

Beispiel 8 

30 

Herstellung von Anti-hTRT-Antikorpern 

A) Die Herstellung von anti-hTRT-Antikorpern qeaen hTRT-Peptide 



35 Zur Herstellung von anti-hTRT-Antikorpern wurden die folgenden Peptide von hTRT mit der Hinzufu- 
gung von C (Cystein) als der Amino-terminale Rest (siehe Fig. 54) synthetisiert: 

S- 1 : FF Y VTE TTF QKN RLF FYR KS V WSK 

40 S-2: RQH LKR VQL RDV SEA EVR QHR EA 

S-3 : ART FRR EKR AER LTS RVK ALF S VL NYE 

A-3: PAL LTS RLR FIP KPD GLR PIV NMD YVV 

45 

Die Cystein-Einheit wurde zur Immobilisierung (d.h. kovalente Verknupfung) der Peptide an BSA- und 
KLH- («Keyhole limpet» Hamocyanin)-Tragerproteine verwendet. Die KLH-Peptide wurden als Antigen 
verwendet. Die BSA-Peptidkonjugate dienten als Material fur ELISAs zum Testen der Spezifitat von Im- 
50 munantiseren. 

Die KLH-Peptidkonjugate wurden in «New Zealand White »-Kaninchen injiziert. Die einleitenden Injek- 
tionen wurden proximal zu den Lymphknoten der Achselhohle und der Leisten verabreicht. Nachfolgen- 
de Injektionen wurden intramuskular gegeben. Fur einleitende Injektionen war das Antigen mit vollstan- 
digem Freund'schen Adjuvans emulgiert, fur nachfolgende Injektionen wurde unvollstandiges 
55 Freund'sches Adjuvans verwendet. Bei den Kaninchen folgte ein Auffrischungs-lmpfcyclus von 3 Wo- 
chen, wobei 50 ml Blut, die 20 bis 25 ml Serum lieferten, 10 Tage nach jeder Auffrischungsimpfung ent- 
nommen wurden. Antiseren gegen jedes der vier Peptide erkannten die hTRT-Einheit von rekombinan- 
tem hTRT-Fusionsprotein (GST-HIS8-hTRT-Fragment 2426 bis 3274) auf WestemBlots (siehe Beispiel 
6). 

60 Unter Verwendung einer partiell gereinigten Telomerase-Fraktion von menschlichen 293-Zellen (eine 
etwa 1000fache Reinigung im Vergleich zum nuclearen Rohextrakt), die gemass der Beschreibung in 
der parallelen US-Patentanmeldung mit der Serien-Nr. 08/833,37 (siehe auch PCT-Anmeldung Nr. 97/ 
06012) hergestellt und mit anti-S-2-Antikorpern affinitatsgereinigt worden war, konnte auf einem We- 
stern-Blot eine 130 kD-Proteindub!ette nachgewiesen werden. Es wurde ein empfindliches Chemilumi- 

65 neszenz-Nachweisverfahren angewandt («SuperSignal»-Chemilumineszenzsubstrate, Pierce), das Signal 
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auf dem Blot war jedoch schwach, was darauf hindeutet,. dass hTRT in diesen unsterblichen Zellen in 
geringer od r sehr geringer Haufigkeit vorhanden ist. Das Auflreten einer Dublette ist konsistent mit ei- 
ner posttranslationaien Modifizierung von hTRT, d.h. Phosphorylierung Oder Glykosylierung. 
Zur Affinitatsreinigung wurde das S-2-Peptid an «SulfoLink» (Pierce, Rockford, IL) uber seinen N-ter- 
5 minalen Cysteinrest gemass dem Protokoll des Hersteliers immobilisiert. Erstes Blutserum von einem 
mit dem KLH-S-2-Peptid an die genimmunisierten Kaninchen wurde uber eine S-2-«SulfoLink» geladen 
und spezifisch an das S-2-Peptid gebundene Antikorper wurden eluiert. 

B) Herstelluna von anti-hTRT-Antikorpern oeaen hTRT-Fusion sproteine 

10 

GST-hTRT-Fusionsproteine wurden in E. coli als das GST- hTRT- Fragment #4 (Nucleotide 3272- 
4177) und das GST-His8-hTRTFragment #3 (Nucleotide 2426 bis 3274), wie in Beispiel 6 beschrieben, 
exprimiert. Die Fusionsproteine wurde als unlosliches Protein gereinigt und die Reinheit des Antigens 
wurde uber SDS-Polyacrylamidgele untersucht und auf etwa 75% Reinheit bezuglich des rekombinanten 

15 Proteins GST-hTRTFragment #4 und uber 75% Reinheit fur das rekombinante Protein GST-His8-hTRT- 
Fragment #3 geschatzt. (Routineverfahren konnen zur Gewinnung dieser und anderer Fusionsproteine 
mit einer Reinheit uber 90% verwendet werden). Diese rekombinanten Proteine wurden zur Immunisie- 
rung sowohl von «New Zealand White»»-Kaninchen als auch weiblichen Balb/c-Mausen verwendet. Fur 
einleitende Injektionen wurde das Antigen mit vollstandigen Freund'schem Adjuvans emulgiert, fur nach- 

20 folgende Injektionen wurde unvollstandiges Freund'sches Adjuvans verwendet. Fur die Kaninchen und 
Mause erfolgte ein 3-wdchiger Auffrischungsimpfcyclus, wobei Blut 10 Tage nach jeder Auffrischungs- 
impfung entnommen wurde. 

Die erste und zweite Blutentnahme sowohl von den Mausen als auch den Kaninchen wurde hinsicht- 
lich der Anwesenheit von anti-hTRT-Antikorpern nach Entfernung von anti-GST-Antikdrpern unter Ver- 

25 wendung einer immobilisiertes GST enthaltenden Matrix getestet. Die Antiseren wurden auf anti-hTRT- 
Antikorpern durch Western-Blots unter Verwendung eines immobilisierten rekombinanten GST-hTRT-Fu- 
sionsproteins getestet und mittels Immunprazipitation unter Verwendung des partiell gereinigten nativen 
Telomeraseenzyms. Bei diesen fruhen Blutentnahmen konnte kein Signal beobachtet werden; es wird 
davon ausgegangen, dass sich die Titer von anti-hTRT-Antikorpern bei nachfolgenden Blutentnahmen 

30 erhohen. 

Beispiel 9 

Nachweis einer HTRT-MRNA die der RNA der Al82-Variante entspricht 

35 

PoIy-A + -RNA von menschlichen Hoden und der 293-Zellinie wurde hinsichtlich hTRT-mRNA mittels 
RT-PCR und «<nested»-Primern analysiert. Der erste Primersatz war TCP1.1 und TCP1.15, der zweite 
Primersatz TCP1.14 und billTCP6. Die Amplifikation mit beiden Primersatzen ergab zwei Produkte, die 
sich urn 182 bp unterschieden. Die grosseren und kleineren Produkte von RNA aus Hoden wurde se- 
40 quenziert und es stellte sich heraus, dass sie genau pGRN121 (Fig. 16) bzw. dem Clon 712562 
(Fig. 18) entsprachen. Das hTRT-RNA-Produkt der Variante wurde in mRNA von SW39i t OVCAR4, 293 
und Hoden beobachtet. 

Zusatzliche Experimente wurden durchgefuhrt, urn zu zeigen, dass die A182 cDNA nicht ein Artefact 
der reversen Transkription war. Kurz zusammengefasst, hTRT-RNA (d.h. ohne Deletion) wurde durch in 

45 vitro-Transkription von pGRN121 zur Verwendung als Matrize fur RT-PCR hergestellt. Getrennt davon 
wurden cDNA-Synthese-Reaktionen mittels der «Superscript®» reverser Transkriptase (Bethesda Rese- 
arch Laboratories, Bethesda MD) bei 42°C Oder 50°C mit Zufallsprimern oder einem spezifischen Primer 
durchgefuhrt. Nach 15 PCR-Cycien war das langere Produkt nachweisbar, jedoch nicht das kleinere 
Produkt (d.h. das der Deletion entsprechende, selbst nicht nach 30 oder mehr Cyclen. Dieses zeigt an, 

50 dass das RTPCR-Produkt kein Artefact ist. 

Beispiel 10 

Sequenzierung von Hoden-hTRT-mRNA 

55 

Die Sequenz der in Hoden vorzufindenden Form von hTRT-RNA wurde durch direkte Manuell-Se- 
quenzierung von DNA-Fragmenten bestimmt, die mittels PCR von Hoden-cDNA («Marathon»-Hoden- 
cDNA, Clontech, San Diego, CA) unter Verwendung eines «ThermoSequenase radiolabeled terminator 
cycle »-Sequenzierungskits (Amersham Life Science) erzeugt. Die PCR-Reaktionen wurden mittels «ne- 

60 sted»-PCR t wie in Tabelle 7 gezeigt, durchgefuhrt, soweit nicht anders angegeben. In alien Fallen wur- 
de eine negative Kontrollreaktion mit Primern, jedoch ohne cDNA durchgefuhrt. Das Fehlen eines Pro- 
dukts in der Kontrollreaktion zeigte, dass die von der Reaktion mit cDNA stammenden Produkte nicht 
aufgrund einer Kontamination mit hTRT von pGRN121 oder anderen Zellquellen (z.B. 293-Zellen) vor- 
handen waren. Die DNA-Fragmente wurden zur Reinigung der DNA vor der Sequenzierung aus Agaro- 

65 segelen ausgeschnitten. 
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Die Sequenz der Hoden-mRNA, die den Basen 27 bis 3553 der Insertionssequenz von pGRN121 
(SEQ. ID. Nr. 1) entspricht und den gesamten hTRT-ORF (Basen S6 bis 3451) wurde erhalten. In die- 
sem Bereich zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Hoden- und pGRN121-Sequenzen. 
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Beispiet 11 

Nachweis von hTRT-mRNA durch RNase-Schutzreaktion 

5 RNase-Schutzassays kdnnen zum Nachweis, zur Uberwachung Oder zur Diagnose hinsichtlich der 
Anwesenheit einer hTRT-mRNA oder der mRNA einer Variante verwendet werden. Eine veranschauli- 
chende Sonde fur einen solchen Assay ist eine in vitro-synthetisierte RNA, die Sequenzen umfasst, die 
komplementar zu hTRT-mRNA-Sequenzen sind, und zusatzliche, nicht komplementare Sequenzen. Die 
letzteren Sequenzen sind deshalb von Vorteil, um die Sonde mit vollstandiger Lange von dem Fragment 

10 der Sonde unterscheiden zu konnen, das von einem positiven Ergebnis in dem Assay herruhrt. In ei- 
nem positiven Assay werden die kompiementaren Sequenzen der Sonde vor einer Spaltung mit RNase 
geschutzt, da sie mit der hTRTmRNA hybridisiert sind. Die nicht-komplementaren Sequenzen werden 
von der Sonde in Gegenwart von RNase und komplementarer Zielnucleinsaure abgespalten. 

Zwei Sonden fur die RNase-Schutzassays sind zur Veranschaulichung beschrieben, wobei jede in 

15 dem Assay verwendet werden kann. Die Sonden unterscheiden sich in ihren zu hTRT kompiementaren 
Sequenzen, enthaiten jedoch identische nichtkomplementare Sequenzen, die in dieser Ausfuhrungsform 
von der spaten Leadersequenz der mRNA von SV40 stammen. In 5'-3'-Richtung umfasst die erste Son- 
de 33 Nucleotide einer nicht-komplementaren Sequenz und 194 Nucleotide einer Sequenz, die komple- 
mentar zu den hTRT-Nucleotiden 2513 bis 2707 ist fur eine Grosse der Sonde mit vollstandiger Lange 

2o von 227 Nucleotiden. In 5'-3'-Richtung umfasst die zweite Sonde 33 Nucleotide einer nicht kompiemen- 
taren Sequenz und 198 Nucleotide einer Sequenz, die komplementar zu den hTRT-Nucleotiden 2837 
bis 3035 ist fur eine Grosse der Sonde mit vollstandiger Lange von 231 Nucleotiden. Zur Durchfuhrung 
des Assays kann jede der beiden Sonden mit RNA d.h. PolyA + -RNA von einer Testprobe hybridisiert 
werden und im Anschluss daran werden T1-Ribonuclease und RNase A zugegeben. Nach der Spaltung 

25 wird die Sonden-RNA gereinigt und durch Geielektrophorese analysiert. Der Nachweis eines 194 Nu- 
cleotide langen Fragments der Nucleotidsonde mit einer Lange von 227 Nucleotiden Oder eines 198 Nu- 
cleotide langen Fragments der Sonde mit einer Lange von 231 Nucleotiden ist ein Zeichen fur die An- 
wesenheit von hTRT-mRNA in der Probe. 

Die in diesem Beispiel beschriebenen veranschaulichenden Sonden fur den RNase-Schutzassay kon- 

30 nen durch in vitro-Transkription mittels T7-RNA-Polymerase erzeugt werden. Radioaktive Oder anderwet- 
tig markierte Ribonucleotide kdnnen fur die Synthese von markierten Sonden eingeschlossen werden. 
Die Matrizen fur die in vitro-Transkriptionsreaktion zur Herstellung der RNA-Sonden sind PCR-Produkte. 
Diese illustrativen Sonden konnen nach PCR-Amplifikation von pGRN121-DNA mittels Primern, die den 
entsprechenden kompiementaren Bereich des hTRT-Gens oder der hTRT-mRNA umspannen, mit T7- 

35 Polymerase synthetisiert werden. Ausserdem enthalt der Stromabwarts-Primer T7-RNA-Polymerase-Pro- 
motorsequenzen und die nicht-komplementaren Sequenzen. 

Fur die Erzeugung der ersten Sonde fur den RNase-Schutzassay wird das PCR-Produkt von dem fol- 
genden Primer-Paar T701 und reverse 01) verwendet: 

40 T701 5'-GGGAGATCT TAATACGACTCACTATAG ATTCA GGCCATGGTG 

CTGCGCCGGC TGTCA GGCTCCC ACGACGTAGT CCATGTTCAC-3' 
und reverse 01 

45 5*-GGGTCTAGAT CCGGAAGAGTGT CTGGAGCAAG-3' 



50 



55 



60 



Zur Erzeugung der zweiten Sonde fur den RNase-Schutzassay wird das PCR-Produkt von dem fol- 
genden Primerpaar (T702 und reverse 02) verwendet: 

T702 5'-GGGAGATCT TAATACGACTCACTATAG ATTCA GGCCATGGTG 
CTGCGCCGGC TGTCA GGGCG GCCTTCTGGA CCACGGCATA CC-3' 
und reverse 02 

5'-G GTCTAGA CGATATCC ACAGGGCCTG GCGC-3' 



65 * 
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Beispiel 12 

Konstruktion eines phylogen tischen Stammbaums durch Vergleich von hTRT mit anderen reversen 
Transkriptasen 

5 

Ein phylogenetischer Stammbaum (Fig. 6) wurde durch Vergleich der sieben von Xiong und Eickbush 
(EMBO J. 9 (1990), 3353) RT-Domanen konstruiert. Nach Sequenzausrichtung der Motive 1, 2 und A-E 
von 4 TRTs, 67 RTs und 3 RNA-Polymerasen wurde der Stammbaum unter Verwendung des «NJ ♦ 
("Neighbor joining»)-Verfahrens (Saitou und Nei, Mol. Biol. Evol. 4 (1987), 4406) konstruiert. Elemente 

10 von der gleichen Klasse, die auf dem gleichen Zweig des Stammbaums lokalisiert sind, sind vereinfacht 
als Kastchen wiedergegeben. Die Lange jedes Kastchens entspricht dem am meisten divergenten Ele- 
ment innerhalb des Kastchens. 

Die TRTs scheinen mit den RTs, die mit msDNA, Gruppe ll-lntrons und nicht-LTR (lange terminale 
Wiedemolungseinheiten)-Retrotransposons enger verwandt zu sein als mit dem LTR-Retrotransposon 

15 und viralen RTs. Die Verwandtschaft der Telomerase-RTs zu dem nicht-LTR-Zweig von Retroelementen 
ist sehr interessant, geht man davon aus, dass diese letzteren Elemente Telomerase fur die Telomer- 
Beibehaltung in Drosophila ausgetauscht haben. Die auffallendste Beobachtung ist jedoch, dass die 
TRTs eine diskrete Untergruppe bilden, die mit den RNA-abhangigen RNA-Polymerasen von +-strangi- 
gen RNA-Viren, wie beispielsweise Poliovirus, beinahe genau so eng verwandt ist wie mit einem der 

20 bereits bekannten RTs. Wenn man in Erwagung zieht, dass die vier Telomerasegene von evolutionar 
entfernten Organismen stammen, - Protozoen, Pilze und Sauger - kann diese getrennte Gruppierung 
nicht durch das Fehlen von phylogenetischer Vielfalt in dem Datensatz erklart werden. Diese fruhzeitige 
Aufgabelung legt statt dessen nahe, dass die Telomerase-RTs eine sehr alte Gruppe sind, die vielleicht 
mit dem ersten Eukaryoten entstand. 

25 GenBank-Protein-ldentifizierungsnummern oder Zugangsnummern, die fur phylogenetische Analyse 
verwendet wurden, sind: 

msDNAs (94535, 134069, 134074, 134075, 134078), Gruppe II Introns (483039, 101880, 1332208, 
1334433, 1334435, 133345, 1353081), mitochondriales Plasmid/RTL (903835, 134084), nicht-LTR Re- 
trotransposons (140023, 84806, 103221, 103353, 134083, 435415, 103015, 1335673, 85020, 141475, 

30 106903, 130402, U0551, 903695, 940390, 2055276, L08889), LTR-Retrotransposons (74599, 85105, 
130582, 99712, 83589, 84126, 479443, 224319, 130398, 130583, 1335652, 173088, 226407, 101042, 
1078824), Hepadnaviren (1 18876, 1706510, 118894), Caulimoviren (331554, 130600, 130593, 93553), 
Retroviren (130601, 325465, 74601, 130587, 130671, 130607, 130629, 130589, 130631, 1346746, 
130651, 130635, 1780973, 130646). Die Ausrichtung wurde mittels <«C!ustalW 1.5» (J.D. Thompson, 

35 D.G. Higgins, T.J.Gibson, Nucleic Acids Res. 22, (1994), 4673) und «PHYLIP.3.5» (J. Felsenstein, Cla- 
disfics 5 (1989), 164) analysiert. 

Beispiel 13 

40 Transfektion von kultivierten menschlichen Fibroblasten (BJ) mit einem Kontrollplasmid und einem hTRT 
codierenden Plasmid 

Dieses Beispiel zeigt, dass die Expression eines rekombinanten hTRT-Proteins in einer Saugerzelle 
zur Erzeugung einer aktiven Telomerase fuhrt. 

45 Subkonfluente Bi-Fibroblasten wurden trypsinisiert und in frischem Medium (DMEM/199, 10% fotales 
Kalberserum enthaltend) bei einer Konzentration von 4x 10 6 Zellen/ml resuspendiert. Die Zellen wurden 
mittels Elektroporation mit dem «Gene Pulser™»-Elektroporator von BioRad transfiziert. Gegebenenfalls 
kann man auch Zellen unter Verwendung des «Superfect™»-Reagenz (Quiagen) gemass den Anleitun- 
gen des Herstellers transfizieren. Fur die Elektroporation wurden 500 \x\ Zellsuspension in eine Elektro- 

50 porationskuvette (BioRad, 0,4 cm Elektrodenabstand) gegeben. Plasmid-DNA (2 ng) wurden zu den Ku- 
vetten gegeben und die Suspension vorsichtig gemischt und auf Eis 5 Minuten inkubiert. Das Kontroll- 
plasmid (pBBS212) enthielt keine Insertion hinter dem MPSV-Promotor und das experimentelte Plasmid 
(pGRN133) exprimierte hTRT vom MPSV-Promotor. Die Zellen wurden bei 300 V und 960 nFD einer 
Elektroporation unterworfen. Nach Abgabe des Impulses wurden die Kuvetten vor der Plattierung auf 

55 100 mm-Gewebekulturplatten in Medium etwa 5 Minuten auf Eis gehalten. Nach 6 Stunden wurde das 
Medium gegen neues Medium ausgetauscht. 72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen tryp- 
sinisiert, einmal mit PBS gewaschen, pelletiert und in gefrorenem Zustand bei -80°C aufbewahrt. Zellex- 
trakte wurden bei einer Konzentration von 25 000 Zellen/nl durch ein modifiziertes Lyseverfahren mittels 
Detergentien prapariert (siehe Bodnar et al., Exp. Cell Res. 228 (1996), 58 und Kim et al., Science 266 

60 (1994) 2011 und die Beschreibung in Patenten und Publikationen, die sich auf den vorstehenden 
TRAP-Assay beziehen) und Telomerase-Aktivitat in den Zellextrakten wurde mittels eines modifizierten 
auf PCR basierenden TRAP-Assays bestimmt (Kim et al., 1994, Bodnar et al., 1996). Kurz zusammen- 
gefasst, 5 x 10 4 Zellaquivalente wurden fur den T lomerase- Primer Verlangerungsteil der Reaktion ver- 
wendet. Wahrend der Extrakt typischerweise direkt von der Telomerase-Verlangerungsreaktion zu der 

65 PCR-Amplifikation gegeben wird, kann man auch tnmal mit Phenol/Chloroform und einmal mit Chloro- 
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form vor der PCR-Amplifikation extrahieren. Ein Funftel des Materials wurde in dem PCR-Ampiifikations- 
anteil der TRAP-Reaktion verw ndet (etwa 10 000 Zellaquivalente). Die Halfte der TRAP-Reaktion wur- 
de zur Analyse auf ein Gel geladen, so dass jede Spur in Fig. 25 Reaktionsprodukte von 5000 Zellaqui- 
valenten reprasentiert. Extrakte von mit pGRN133 transfizierten Zellen waren hinsichtlich Telomerase- 

5 Aktivitat positiv, wahrend Extrakte von nicht-transfizierten Zellen (nicht gezeigt) oder mit dem Kontroll- 
plasmid transfizierten Zellen kein Telomerase-Aktivitat zeigten. Ahnliche Experimente mit RPE-Zellen 
ergaben das gleiche Ergebnis. 

Rekonstitution in BJ-Zellen wurde auch mittels anderer hTRT-Konstrukte durchgefuhrt (d.h. pGRN145, 
pGRN155 und pGRN138). Die Rekonstitution unter Verwendung dieser Konstrukte schien zu einer star- 

10 keren Telomerase-Aktivitat zu fuhren im Vergleich zu mit pGRN133 transfizierten Zellen. 

Der hochste Spiegel an Telomerase-Aktivitat wurde mit pGRN155 erzielt. Wie bereits vorstehend dis- 
kutiert ist pGRN155 ein Vektor, der den spaten Hauptpromotor von Adenovirus als ein Kontrollelement 
fur die Expression von hTRT enthalt und es zeigte sich, dass damit Telomerase-Aktivitat rekonstituiert 
werden konnte bei Transfektion in BJ-Zellen. Bemerkenswerterweise ergab die Rekonstitution unter Ver- 

15 wendung mit dem hTRT-GFP-Fusionsprotein pGRN138 (das im Nucleus lokalisiert wird, siehe das 
nachstehende Beispiel 15) entweder in vitro (siehe Beispiel 7) oder mit in vivo-Rekonstitutionssystemen 
(Transfektion in Bi-Zellen), ergab Telomerase-Aktivitat. Wenn in BJ-Zellen, wie beispielsweise vorste- 
hend beschrieben, transfiziert wurde, war die Telomerase-Aktivitat mit der vergleichbar, die sich aus der 
Rekonstitution mit pGRN133 oder pGRN145 ergab. 

20 Ahnliche Ergebnisse wurden nach Transfektion von normalen menschlichen pigmenthaltigen retinalen 
Epithelzellen (RPE) mit den erfindungsgemassen hTRT-Expressionsvektoren erhalten. Es wird davon 
ausgegangen, dass die Seneszenz von RPE-Zellen zu der Erkrankung der mit dem Alter zusammen- 
hangenden Macula-Degeneration fuhrt oder dazu beitragt. Gemass den erfindungsgemassen Verfahren 
mit den erfindungsgemassen hTRT-Expressionsvektoren behandelte RPE-Zellen sollten eine verzogerte 

25 Seneszenz aufweisen im Vergleich zu unbehandelten Zellen und so von Nutzen sein bei Transplantati- 
onstherapien zur Behandlung oder zur Verhinderung der mit dem Alter zusammenhangenden Macula- 
Degeneration. 

Beispiel 14 

30 

Promotor- Reporter- Konstrukt 

Dieses Beispiel beschretbt die Konstruktion von Plasmiden, bei denen Reportergene mit stromauf- 
warts gelegenen hTRT-Sequenzen, die Promotorelemente enthalten, funktionell verknupft sind. Diese 

35 Vektoren weisen zahlreiche Anwendungsmogtichkeiten auf, wozu die Identifizierung von in cis und trans 
wirkenden Regulationsfaktoren der Transkription in vivo und das Screening nach Agenzien, die die 
hTRT- Expression modulieren konnen (z.B. Aktivierung oder Hemmung) zahlen (beispielsweise das 
Screenen von Wirkstoffen). Es konnen zwar eine Reihe von Reportergenen verwendet werden (bei- 
spielsweise Leuchtkorperchen-Luciferase, p-Glucuronidase, p-Galactosidase, Chloramphinicolacetyltrans- 

40 ferase und GFP), fur einleitende Experimente wurde jedoch die sezernierte menschliche alkalische 
Phosphatase (SEAP; CloneTech) verwendet. Das SEAP-Reportergen codiert eine verkurzte Form des 
Enzym aus Plazenta, dem die Domane fur die Membran-Verankerung fehlt, wodurch die effiziente Se- 
kretion des Proteins aus transfizierten Zellen ermdglicht wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Spie- 
gel an SEAP-Aktivitat, die in dem Kulturmedium nachgewiesen werden, direkt proportional zu Verande- 

45 rungen in intrazellularen Konzentrationen von SEAP-mRNA und -Protein sind (Berger et al., Gene 66 
(1988), 1 und Cullen et al., Meth. Enzymol 216 (1992), 362). 

Vier Konstrukte (pGRN148, pGRN150 t «pSEAP2 basic» (keine Promotorsequenz = negative Kontrol- 
le) und «pSEAP2 control" (das den fruhen SV40-Promotor und Enhancer enthalt) wurden in dreifacher 
Ausfertigung in sterblichen und unsterblichen Zellen transfiziert. 

50 Plasmid pGRN148 wurde wie in Fig. 9 veranschaulicht konstruiert. Kurz zusammengefasst wurde ein 
Bglll-Eco47lll-Fragment von pGRN144 gespalten und in die Bglll-Nrul-Stelle von pSEAp2Basic (Clon- 
tech, San Diego, CA) cloniert. Ein zweiter Reporterpromotor, das Plasmid pGRN150, enthalt die Se- 
quenzen von dem in Beispiel 3 beschriebenen hTRT-lntron, um so regulatorische Sequenzen, die in 
dem Intron vorhanden sein konnen, verwenden zu konnen. Das Initiationscodon Met ist zu Leu mutiert, 

55 so dass das zweite dem Promotorbereich folgende ATG das Initiations-ATG des SEAP-ORF ist. 

Die Konstrukte pGRN148 und pGRN150, die den hTRT-Promotor enthalten, wurden in sterbliche (BJ- 
Zellen) und unsterbliche (293)-Zellen transfiziert. Alle Transfektionen wurden parallel mit zwei Kontroll- 
plasmiden durchgefuhrt. Ein Plasmid als negative Kontrolle (pSEAP basic) und ein Plasmid als positive 
Kontrolie (<«pSEAP control", das den fruhen SV40-Promotor und den SV40-Enhancer enthalt). 

60 In unsterblichen Zellen scheinen die Konstrukte pGRN148 und pGRN150 die SEAP-Expression ge- 
nauso effizient zu steuern, wie die positive «pSEAP2 control" (die den fruhen SV40-Promotor und -En- 
hancer enthalt). Im Gegensatz dazu ergab in sterblichen Zellen nur die «pSEAP2 control" nachweisbare 
Aktivitat. Diese Ergebnisse zeigen, dass, wie rwartet, hTRT-Promotorsequenzen in Tumorzellen-aktiv 
sind, jedoch nicht in sterblichen Zellen. . 

65 Ahnliche Ergebnisse wurden mit einer weiteren normalen Zellinie (RPE), (pigmenthaltige, retinale Epi- 



144 



CH 689 672 A9 



thelzellinie) erhalten. In RPE-Zellen, die mit pGRN150 (das 2,2 kb an stromaufwarts gelegener genomi- 
scher Sequenz enthalt) transfiziert sind, war der hTRT-Promotorbereich inaktiv, wahrend das Plasmid 
«pSEAP2 control** aktiv war. 
Wie bereits vorstehend angemerkt, sind Plasmide, bei denen Reportergene zur stromaufwarts gelege- 

5 nen hTRT-Sequenz, di Promotorelemente enthalten, funktionell verknupft sind, ausgesprochen nutzlich 
fur di Identifizierung und das Screening von T lomerase-Aktivitat modulierende Agenzien, wobei so- 
wohl Verfahren der transienten als auch der stabilen Transfektion verwendet werden konnen. Bei einer 
Vorgehensweise werden beispielsweise stabile Transformanten von pGRN148 in Telomerase-negativen 
und Telomerase-positiven Zellen durch Cotransfektion mit einem eukariotischen selektierbaren Marker 

10 (wie z.B. neo) gemass Ausubel et al. t 1997, a.a.O.) hergestellt. Die erhaltenen Zellinien werden dann 
fur das Screenen von vermuteten Telomerase-modulierenden Agenzien verwendet, beispielsweise durch 
Vergleich der hTRTPromotor-gesteuerten Expression in Gegenwart Oder Abwesenheit einer Testverbin- 
dung. 

Die erfindungsgemassen Promotor-Reporter-Vektoren (und andere) werden auch zur Identifizierung 
15 von in trans und in cis wirkenden Regulationselementen fur die Transkription und Translation verwen- 
det. Zu den Beispielen fur in cis wirkenden regulatorischen Elementen der Transkription zahlen Promo- 
toren und Enhancer des Telomerasegens. Die Identifizierung und Isolierung von in cis und in trans wir- 
kenden regulatorischen Agenzien fuhrt zur Bereitstellung weiterer Verfahren und Reagenzien zur Identi- 
fizierung von Agenzien, die die Transkription und Translation von Telomerase modulieren. 

20 

Beispiel 15 

Subzelluiare Lokalisation von hTRT 

25 Ein Fusionsprotein mit hTRT und "enhanced green fluorescent protein** (EGFP; Cormack et al., 
Gene 173 (1996), 33)-Bereichen wurde wie nachstehend beschrieben konstruiert Die EGFP-Einheit lie- 
fert ein nachweisbares «tag*> Oder Signal, womit das Vorhandensein oder die Lage des Fusionsproteins 
leicht bestimmt werden kann. Da EGFP-Fusionsproteine in den korrekten zellularen Kompartimenten lo- 
kalisiert sind, kann dieses Konstrukt zur Bestimmung der subzellularen Lage des hTRT-Proteins ver- 

30 wendet werden. 

A. Konstruktion von pGRN138 

Ein Vektor zur Expression eines hTRT-EGFP-Fusionsproteins in Saugerzellen wurde konstruiert durch Z 
35 Integration der EcoRI-lnsertion von pGRN124 (siehe Beispiel 6) in die EcoRl-Stelle von pEGFP-C2 
(Clontech, San Diego, CA). Die Aminosauresequenz -des Fusionsproteins ist nachstehend gezeigt. 
EGFP-Reste sind in Fettdruck, durch den 5'-untranslatierten Bereich von hTRT-mRNA codierte Reste ^ 
sind unterstrichen und die hTRT-Proteinsequenz ist in normaler Schrift angegeben. ^ 

s: 

40 ^ 



45 
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MVSKGEELPTGWPILVELDGDVKGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPT 
LVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTL 
VNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLA 
DHYQQNTPIGDGPVLLPDNlTYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITIiGMDELYKS 
r 7PT0 TGCggPc;F ftfl ^ ff TnRrVT,I.HTWEAIAPATPA MPRAPRCRAVRSLLRSHYREVLPLA 
TFVRRLGPQGWRLVQRGDPAAFRALVAQCLVCVPWDARPPPAAPSFRQVSCLKELVARVL 
QRLCERGAKNVLAFGFALLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVG 
DDVLVHLLARCALFVLVAPSCAYQVCGPPLYQLGAATQARPPPHASGPRRRLGCERAWNH 
SVREAGVPLGLPAPGARRRGGSASRSLPLPKRPRRGAAPEPERTPVGQGSWAHPGRTRGP 
SDRGFCWSPARPAEEATSLEGALSGTRHSHPSVGRQHHAGPPSTSRPPRPWDTPCPPVY 
AETKHFLYSSGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRLVETIFLGSRPWMPGTPRRLPRLPQR 
YWQMRPLFLELLGNHAQCFYGVLLKTHCPLRAAVTPAAGVCAREKPQGSVAAFEEEDTDP 
RRLVQLLRQHSSPWQVYGFVRACLRRLVPPGLWGSRHNERRFLRNTKKFISLGKHAXLSL 
QELTWKMSVRDCAWLRRSPGVGCVPAAEHRLREEILAKFLHWLMSVYWELLRSFFYVTE 
TTFQKNRLFFYRPSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVRQHREARPALLTSRLRFIP 
KPDGLRPIVNMDYWGARTFRREKRAERLTSRVKALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDD 
IHRAMRTFVLRVRAQDPPPELYFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVIASIIKPQNTYCVRRYA 
WQKAAHGHVRKAFKSHVSTLTDLQPYMRQFVAHLQETSPLRDAWIEQSSSLNEASSGL 
FDVFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQGIPQGSILSTLLCSLCYGDMENKLFAGIRRDGLLLR 
LVDDFLLVTPHLTHAKTFLRTLVRGVPEYGCVVNLRKTVVNFPVEDEALGGTAFVQMPAH 
GLFPWCGLLLDTRTLEVQSDYSSYARTSIRASVTFNRGFKAGRNMRRKLFGVLRLKCHSL 
FLDLQVNSLQTVCTNIYKILLLQAYRFHACVLQLPFHQQVWKNPTFFLRVISDTASLCYS 
ILKAKNAGMSLGAKGAAGPLPSEAVQWLCHQAFLLKLTRHRVTYVPLLGSLRTAQTQLSR 

KL PGTTLT AL E AAAN PAL P S D F KT I LD 

Weitere EGFP-Fusionskonstrukte wurden unter Verwendung einer partiellen (z.B. verkurzten) hTRT 
codierenden Sequenz hergestellt, und, wie nachstehend beschrieben, zur Identifizierung von Aktivitaten 
bestimmter Bereiche des hTRT-Polypeptids verwendet. 

B. Nucleare Lokalisierung und Verwendunosm oalichkeiten fur DGRN138 

Die Transfektion von NIH 293- und BJ-Zellen mit pGRN138 erlaubte die Bestatigung der nuclearen 
Lokalisation von rekombinant exprimierter hTRT. Zellen wurden mit pGRN138 ( EG F^ T u R r T i T un< ? e '" em 
Kontrollkonstrukt (nur EGFP exprimiert) transfiziert. Die nucleare Lokalisation der EGFP-hTRT ist in bei- 
den Zelltypen offensichtlich (bestimmt durch Fluoreszenzmikroskopie). Wie bereits vorstehend ange- 
merkt unterstutzt das pGRN138 hTRT-GFP-Fusionsprotein die Rekonstitution von Telomerase-Aktivitat 
sowohl in einem in vitro-Transkriptions/Translationssystem als auch in vivo, wenn es in BJ-Zellen trans- 
fiziert wird. . % . ._ ... ... 

hTRT-EGFP-Fusionsproteine (oder ahnliche nachweisbare Fusionsproteine) werden fur eine vieizam 
von Anwendungen verwendet. Beispielsweise wird das in diesem Beispiel beschnebene Fusionskon- 
strukt oder ein EGFP-Konstrukt und eine verkurzte Form von hTRT zur Beurteilung der Fahigkeit von 
hTRT und Varianten, in einen Zellnucleus einzutreten und/oder an die Chromosomenenden anlagern zu 
konnen verwendet. Ausserdem werden stabil oder transient mit pGRN138 transfizierte Zellen fur das 
Screenen nach vermuteten Telomerase-modulierenden Wirkstoffen oder Verbindungen verwendet. 
Aqenzien die die nucleare Lokalisation oder Telomer-Lokalisation storen, werden als Telomerase-lnhibi- 
toren identifiziert. Fur diesen Zweck sind Tumorzellinien. die EGFP-hTRT stabil expnmieren verwendet. 
Potentielle Modulatoren von Telomerase werden diesen transfizierten Zellen verabre.cht und die Lokali- 
sation der EGFP-hTRT kann bewertet werden. Ausserdem werden FACS oder andere auf Fluoreszenz 
basierende Verfahren verwendet, urn hTRT exprimierende Zellen selektieren zu konnen. wom.t homoge- 
ne Populationen fur das Screenen von Wirkstoffen bereitgestellt werden. insbesondere wenn die tran- 
siente Transfektion von Zellen angewandt wird. . 

Bei anderen Anwendungen konnen Bereiche der hTRT zur Identifikat.on von Bereichen (z.B Res e 
193-196 (PRRR) und Reste 235-240 (PKRRRR)) mutagenisiert werden. die fur die nucleare Lokalisati- 
on rforderlich sind, wobei diese Bereiche Ziele fur anti-Telomerase-Wirkstoffe (Modulatoren von Telo- 
merase-Aktivitat) sind. Zu den weiteren Anwendungen gehoren: , , ^- „u, # ,», r 

Verwendung des Fusionsproteins als Fluoreszenzmarker fur die effiziente Zelltransfektion, sowohl fur 
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Experimente hinsichtlich transienter Transfektion als auch fur die Etablierung EGFP-hTRT-exprimieren- 
der stabiler Zeilinien; 

Expression eines hTRT-EGFP-Fusionsproteins mit mutierten Signalen fur nucleare Legalisation (defi- 
zient fur nucleare Lokalisation) in unsterblichen Zellen, damit das hTRT-Mutanten-EGFP alle hTR der 
5 unsterblichen Zellen einfangt, sie im Cytoplasma zuruckhalt und die Telomer-Aufrechterhaltung verhin- 
dert; 

Das GFP kann auch als ein «tag» fur Immunprazipitation verwendet werden. 
Beispiel 16 

10 

Die Auswirkung einer Mutation auf eine katalytische Aktivitat von Telomerase 

Dieses Beispiel beschreibt Experimente hinsichtlich der Veranderung von hTRT-Aminosauren, sowie 
die Auswirkung von Aminosaureaustauschen in hTRT auf katalytische Aktivitat von Telomerase. Der 
15 Austausch von Aminosauren und im Anschluss daran die funktionelle Analyse ist ein Standardverfahren 
zur Bewertung der Bedeutung und Funktion einer Polypeptidsequenz. Dieses Beispiel zeigt, dass Ver- 
anderungen in den reverse-Transkriptase (RT)- und Telomerase-T-Motiven katalytische Aktivitat von Te- 
lomerase beeinflussen und es liefert eine zusatzliche Bestatigung der katalytischen Natur des hTRT-Po- 
lypeptids. 

20 Die ubliche Nomenklatur wird zur Beschreibung der Mutanten verwendet: Der Zielrest im nativen Mo- 
lekul (hTRT) wird durch den Ein-Buchstaben-Code und die Position angegeben, und der entsprechende 
Rest in dem Mutantenprotein ist durch den Ein-Buchstaben-Code angegeben. Somit kennzeichnet bei- 
spielsweise der Ausdruck «K626A>» eine Mutante, bei der das Lysin an Position 626 (d.h. im Motiv 1) 
voh hTRT gegen ein Alanin ausgetauscht ist. 

25 

A) Mutagenese des FFYxTE-Motivs von hTRT 

In einleitenden Experimenten wurde ein mutiertes hTRT-Protein codierender Vektor, «F560A» herge- 
stellt, bei dem die Aminosaure 560 von SEQ. ID. Nr. 2 von Phenylalanin (F) zu Alanin (A) durch ortsge- 
30 richtete Mutagenese von pGRN121 mittels Standardverfahren geandert wurde. Diese Mutation unter- 
bricht das TRT FFYxTE-Motiv. Es konnte gezeigt werden, dass das erhaltene mutierte F560A-Polynu- 
cleotid die Synthese eines hTRT-Proteins mit vollstandiger Lange steuert, wie dies unter Verwendung 
eines zellfreien Reticulocytenlysat-Transkriptions/Translationssystem in Gegenwart von 35 S-Methionin 
bestimmt werden konnte. 

35 Bei Translation des mutierten Polypeptids zusammen mit hTRT, wie in Beispiel 7 beschrieben, wurde 
mittels des TRAP-Assays unter Verwendung von 20 PCR-Cyclen keine Telomerase-Aktivitat entdeckt, 
wahrend die Kontroll-Cotranslation von hTRT-hTR-Aktivitat rekonstituierte. Bei Verwendung von 30 
PCR-Cyclen im TRAP-Assay war Telomerase-Aktivitat mit der mutierten hTRT nachweisbar, sie war je- 
doch betrachtlich geringer im Vergleich zu der Kontroll (Wildtyp)-hTRT. 

40 

B) Zusatzliche ortsge richtete Mutagenese von hTRT-Aminosaureresten 

Konservierte Aminosauren in sechs RT-Motiven wurden zu Alanin abgeandert, um ihren Beitrag zur 
katalytischen Aktivitat zu beurteilen, wobei Standardverfahren fur die ortsgerichtete Mutagenese verwen- 
45 det wurden (siehe beispielsweise Ausubel, a.a.O.), Die Mutanten wurden mittels IVR-Telomerase unter- 
sucht, wobei der in Beispiel 7 ausfuhrlich beschriebene Zwei-Schritt-Assay (ublich/TRAP) verwendet 
wurde. 

Die Mutanten K626A (Motiv 1), R631A (Motiv 2), D712A (Motiv A), Y717A (Motiv A) und D868A (Mo- 
tiv C) zeigten stark herabgesetzte oder nicht-nachweisbare Telomerase-Aktivitat, wahrend die Mutanten 

50 Q833A (Motiv B) und G932A (Motiv E) mittlere Aktivitatsspiegel aufwiesen. Zwei Mutationen ausserhalb 
der RT-Motive (R688A und D897A) zeigten Aktivitat, die aquivalent zu der Aktivitat von Wildtyp-hTRT 
war. Diese Ergebnisse waren konsistent mit analogen Mutationen in reverser Transkriptase (Joyce et 
al., Ann. Rev. Biochem. 63 (1994), 777), und ahnlich zu dem mit Est2P erhaltenen Ergebnissen (siehe 
Lingner, Science 276 (1997), 561). Durch diese Experimente konnten Reste in den RT-Motiven identifi- 

55 ziert werden, die fur enzymatische Aktivitat kritisch sind. Diese Experimente zeigen auch das hTRT, das 
das katalytische Protein von menschlicher Telomerase ist. Durch die Mutationen werden hTRT-Polypep- 
tidvarianten erzeugt, die als dominant-negative Regulatoren von Telomerase-Aktivitat verwendet werden 
konnen. 

Durch Aminosaureausrichtung der bekannten TRTs konnte das Telomerase-spezifische Motiv T (sie- 
60 he vorstehend) identifiziert werden. Um die katalytische Rolle dieses Motivs in hTRT zu bestimmen, 
wurde eine Deletion von sechs Aminosauren in diesem Motiv (A560-565; FFYxTE) unter Verwendung 
von Standardverfahren fur die ortsgerichtete Mutagenese konstruiert (Ausubel, a.a.O.). Die Deletion wur- 
de unter Verwendung von IVR-Telomerase mittels in Beispiel 7 ausfuhrlich beschriebener Zwei-Schritt- 
Assays (ublich/TRAP) untersucht. Die Mutante A560-565 zeigte keine nachweisbare Telomerase-Aktivi- 
05 tat nach 25 PCR-Cyclen, wahrend Wildtyp-hTRT- IVR-Telomerase in starkes Signal erzeugte. Jeder 
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Aminosaurerest in Motiv T wurde auf ahnliche Weise unabhangig untersucht. Die Mutanen FS60A, 
Y562A, TS64 und E565A behielten mittlere Spiegel an Telomerase-Aktivitat bei, wahrend die Kontroll- 
mutante F487A eine minimale Auswirkung auf die Aktivitat hatte. Berne rkenswerterw ise zeigte die Mu- 
tante F561A eine stark herabgesetzte Oder nicht nachweisbare Telomerase-Aktivitat, wahrend in ihrer 

5 «Revertante» F561A561P Aktivitat voll wiederhergestellt war. Bei der F561A561F befindet sich an der 
mutierten Position wieder das ursprungliche Phenylalanin. Dies stellt eine Kontrolle dar, die zeigt, dass 
keine weiteren Aminosaureaustausche in dem Plasmid vorkamen, die die beobachtete verringerte Aktivi- 
tat batten erklaren konnen. Somit ist das T-Motiv das erste Nicht-RT-Motiv, fur das gezeigt werden 
konnte, dass es fur Telomerase-Aktivitat erforderiich ist. 

10 Motiv T ist von Nutzen fur die Identifizierung von TRTs von anderen Organismen und als ein potenti- 
eller dominant/negativ-Regulator von Telomerase-Aktivitat. Im Gegensatz zu den meisten anderen RTs 
assoziierte Telomerase stabil mit einem kleinen Anteil einer einzelnen RNA (d.h. hTR) und kopiert die- 
sen prozessiv, somit konnte das Motiv T an der Vermittlung der hTR-Bindung, der Prozessivitat der Re- 
aktion oder anderen Funktionen beteiligt sein t die fur die Telomerase-RT einzigartig sind. 

15 

Beispiel 17 

Screenen nach Modulatoren von Telomerase-Aktivitat mitteis rekombinant exprimierter Telomerase-Be- 
standteile 

20 

In diesem Beispiel wird die Verwendung von in vitro-rekonstituierter Telomerase zum Screenen und 
zur Identifizierung von Modulatoren von Telomerase-Aktivitat beschrieben. Der beschriebene Assay } 
kann leicht fur Verfahren mit hohem Durchsatz adaptiert werden (z.B. mitteis Platten mit vielfachen Ver- 
tiefungen und/oder Robotertechniksystem). Fur den Fachmann sind die zahlreichen Variationsmoglich- 
25 keiten hinsichtlich der Assayschritte offensichtlich. 

Rekombinante Clone fur Telomerase-Bestandteite (z.B. hTRT und hTRR) werden in einer in vitro-Re- 
aktion wie folgt und in dem vorstehend beschriebenen Beispiel 7 mitteis des TNT® T7gekoppelten Reti- 
culocytenlysat-Systems (Promega; das in US-Patent Nr. 5 324 637 beschrieben ist und gemass den 
Angaben des Herstellers verwendet wurde) transkribiert und translatiert (nur hTRT): 

30 



Reagenz 


Mengepro Reaktion 


TNT-Kaninchen-Reticulocytenlysat 


25 


TNT-Reaktionspuffer 


2 


TNT T7-RNA-Polymerase 


1 


AA-Gemisch (vollstandig) 


1 


«Prime»» RNase-lnhibitor 


1 


Nuclease-freies Wasser 


16 


Xbal-geschnittenes pGRN121 (hTRT, 0,5 pg) 


2 


Fspl-geschnittenes pGRN164 (hTR, 0,5 pg) 


2 



Die Reaktion wird 2 Stunden bei 30°C inkubiert. Danach wird das Produkt auf einem «ultrafree-MO 
DEAE-Filter (Millipore) gereinigt. 

Das rekombinante Telomerase-Produkt (IVRP) wird in Gegenwart oder Abwesenheit vielfacher Kon- 

50 zentrationen an Testverbindungen, die in DMSO (z.B. 10 pM bis 100 pM) solubilisiert wurden, unter- 
sucht. Die Testverbindungen werden 30 Minuten bei Raumtemperatur in einem Gesamtvolumen von 
25 pi vorinkubiert, in der Gegenwart von 2, 5 pi IVRP, 2,5% DMSO und 1 x TRAP-Puffer (20 mM Tris- 
HCI, pH-Wert 8,3, 1,5 mM MgCb, 63 mM KCI, 0,05% Tween 20, 1,0 mM EGTA und 0,1 mg/ml Rinder- 
serumalbumin) vorinkubiert. Nach der Vorinkubation werden zu jeder Probe 25 pi TRAP-Assay-Reakti- 

55 onsgemisch zugegeben. Das TRAP-Assay-Reaktionsgemisch besteht aus 1 x TRAP-Puffer, 50 pi dNTP, 
2,0 pg/ml Primer ACX, 4 pg/ml Primer U2, 0,8 Attomol/ml TSU2, 2 Einheiten 50 pi Taq-Polymerase 
(Perkin Elmer) und 2 pg/ml pPJS'-endmarkierter Primer TS (3000 Ci/mMol). Die Rohrchen mit dem Re- 
aktionsgemisch werden dann in den PCR-Thermocycler (MJ Research) gestellt und die PCR wird wie 
folgt durchgefuhrt: 60 Minuten bei 30°C, 20 Cyclen von jeweils 30 Sekunden bei 94°C, 30 Sekunden bei 

60 60°C und 30 Sekunden bei 72°C, dann 1 Minute bei 72°C und Abkuhlen auf 10°C. Der TRAP-Assay ist, 
wie bereits vorstehend erwahnt, in dem US-Patent Nr. 5 629 154 beschrieben. Die verwendeten Primer 
und Substrate haben die Sequenzen: 

■<~ 

6i 
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10 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 
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TS- Primer (5-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3'); 

ACX- Primer ^.GCGCGGfCTTACClSCTAACCO'); 

U2 - Primer (5»-ATCGCTTCTCGGCCTTTT-3 , ); 

TSU2 (d'-AATCCGTCGAGCAGAGTTAAAAGGCCGAGAAGCGATo*) 



Nach Beendigung des PCR-Schritts werden zu jedem Reaktionsrohrchen 4 pi 10 x Bromphenolblau 
enthaltender Auftragspuffer zugegeben und die Produkte (20 \x\) auf einem 12,5%igen nicht-denaturie- 
renden PAGE-Gel in 0,5 x TBE bei 400 V laufen gelassen. Nach Beendigung des Gellaufs wird das Gel 
getrocknet und die TRAP-Produkte werden mittels des «Phosphorimager» Oder durch Autoradiographic 
15 sichtbar gemacht. Die Telomerase-Aktivitat in Gegenwart der Testverbindung wird dadurch gemessen, 
dass der Einbau der Markierung in das Reaktionsprodukt mit einer Parallelreaktion ohne das Agens ver- 
glichen wird. 

Die folgenden in den Beispielen beschriebenen Clone wurden bei der American Type Culture Collec- 
tion, Rockville, MD20852, USA hinterlegt. 



Lambda-Phage X 25-1.1 ATCC-Zugangsnummer 209024 

pGRN121 ATCC-Zugangsnummer 209016 

Lambda-Phage \G&5 ATCC-Zugangsnummer 98505 

Diese Hinterlegungen unter dem Budapester Vertrag erfolgten fur ATCC 209024 am 12. Mai 1997, 
fur ATCC 209016 am 6. Mai 1997 und fur ATCC 98505 am 14. August 1997. 

Die vorliegende Erfindung stellt neue Verfahren und Substanzen zur Diagnose und der Behandlung 
von mit Telomerase in Zusammenhang stehenden Krankhetten bereit. Es wurden spezifische Beispiele 
bereitgestellt, die vorstehende Beschreibung dient jedoch nur zur Veranschaulichung und soli keine Ein- 
schrankung darstellen. Fur den Fachmann sind nach Lesen der Beschreibung viele Variationsmoglich- 
keiten hinsichtlich der Erfindung offensichtlich. Der Umfang der Erfindung wird somit nicht durch die vor- 
stehende Beschreibung bestimmt, sondern soil durch die nachstehenden Patentanspruche zusammen 
mit dem vollen Umfang ihrer Aquivalente bestimmt werden. 

Aile in dieser Anmeldung zitierten Publikationen und Patentdokumente sind aufgrund der Bezugnah- 
me und fur alle Zwecke als Bestandteil der Beschreibung anzusehen und zwar in dem gleichen Aus- 
mass als wenn jede einzefne Veroffentlichung oder jedes einzelne Patentdokument individuell bezeich- 
net worden ware. 

Patentanspruche 

1 . Menschliches Telomerase-reverse Transkriptase-(hTRT-) Polypeptid oder eine Variante davon oder 
ein Fragment davon, wobei das Polypeptid oder die Variante davon oder das Fragment davon minde- 
stens eine der mit nativer hTRT assoziierten funktionellen Aktivitaten aufweist und die oder diese Aktivi- 
taten aus der Gruppe ausgewahlt sind, die besteht aus: 

- der Aktivitat, die einem DNA-Primer oder ein Substrat urn mindestens einen TTAGGG-Repeat verlan- 
gert, d.h. der katalytischen Aktivitat von Telomerase, 

- der Aktivitat von konventioneller reverser Transkriptase, 

- der Aktivitat, die exogene RNA transkribiert, 

- der nukieolytischen Aktivitat, 

- der primer- oder substratbindenden Aktivitat, 

- der proteinbindenden Aktivitat, 

- der Aktivitat, die die RNA menschlicher Telomerase (hTR) bindet. 

2. hTRT-Polypeptid oder Variante davon oder Fragment davon nach Anspruch 1, mit mindestens 
75% Sequenzidentitat zu dem hTRT-Polypeptid SEQ. Id. Nr. 2. 

3. hTRT-Polypeptid nach Anspruch 1, mit der Sequenz von SEQ. Id. Nr. 2 und mit vollstandiger Lan- 
ge. 

4. hTRT-Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei das Polypeptid oder die Variante oder 
das Fragment davon katalytische Aktivitat von Telomerase haben. 

5. Zusammensetzung, umfassend ein hTRT-Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 4 und eine 
RNA. 

6. Zusammensetzung nach Anspruch 5, wobei die RNA eine menschliche T lomerase-RNA ist. 

7. Zusammensetzung nach Anspruch 6, wobei das hTRT-Polypeptid und die menschliche Telomera- 
se-RNA einen Ribonukieoproteinkomplex mit einer Telomerase-Aktivitat bilden. 
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8. Nukleinsauresequenz, die ein hTRT-Polypeptid oder ein Fragment davon nach Anspruch 1 codiert. ) 

9. Nukleinsauresequenz nach Anspruch 8, die ein hTRT-Polypeptid codiert, wobei das hTRT-Polypep- 
tid eine wie in SEQ. Id. Nr. 2 angegebene Aminosauresequenz hat, oder eine Sequenz, die eine oder 
mehrere (conservative Substitutionen in der Aminosauresequenz umfasst. 

5 10. Nukleinsauresequenz, die ein hTRT-Polypeptid nach Anspruch 3 codiert. 

11. Nukleinsauresequenz nach Anspruch 10, umfassend die das hTRT-Polypeptid codierende Se- 
quenz des Einschubs von pGRN121 (ATCC-Zugangsnummer 209016). 

12. Nukleinsauresequenz nach Anspruch 10, mit der in Fig. 16 (SEQ. Id. Nr. 1) gezeigten Sequenz. 

13. Nukleinsauresequenz nach Anspruch 8, die die Sequenz von SEQ. Id. Nr. 1 aufweist. 

10 14. Nukleinsauresequenz nach Anspruch 8, die unter stringenten Bedingungen mit einer Nukleinsau- 
resequenz hybridisiert, die exakt komplementar zur Sequenz von SEQ. Id. Nr. 1 ist. 

15. Polynukleotid, umfassend eine Nukleinsauresequenz nach einem der Anspruche 8 bis 14. 

16. Nukleinsauresequenz, die exakt oder fast exakt komplementar zur Nukleinsauresequenz nach ei- 
nem der Anspruche 8 bis 14 ist. 

15 17. Polynukleotid, umfassend eine Nukleinsauresequenz nach Anspruch 16. 

18. Polynukleotid nach Anspruch 15 oder 17, umfassend eine mit der hTRT-Polypeptid codierenden 
Nukleinsauresequenz funktionell verknupfte Promotorsequenz. 

19. Ein im wesentlichen reines Polynukleotid nach Anspruch 15 oder 17, das eine Lange von minde- 
stens 10 Nukleotiden hat und eine aufeinanderfolgende Sequenz von mindestens 12 Nukleotiden urn- 

20 fasst, die zu einer aufeinanderfolgenden Sequenz in einem naturlich vorkommenden hTRT-Gen oder ei- 
ner hTRTmRNA identisch oder genau komplementar ist. 

20. Polynukleotid nach Anspruch 19, mit mindestens 15 aufeinanderfolgenden Nukleotiden. f 

21. Polynukleotid nach Anspruch 19, mit mindestens 25 aufeinanderfolgenden Nukleotiden. 

22. Nukleinsauresequenz oder Polynukleotid nach einem der Anspruche 8 bis 15, die/das zu der zu- 
25 sammenhangenden Sequenz in einem naturlich vorkommenden hTRT-Gen oder einer hTRT-mRNA 

identisch ist. 

23. Nukleinsauresequenz oder Polynukleotid nach Anspruch 16 oder 17, die/das zu der zusammen- 
hangenden Sequenz in einem naturlich vorkommenden hTRT-Gen oder einer hTRT-mRNA genau kom- 
plementar ist. 

30 24. Expressionsvektor, der eine Nukleinsauresequenz oder ein Polynukleotid nach einem der Anspru- 
che 8 bis 23 umfasst. 

25. Ex vivo-Zelle oder -Zellinie, die mit einer Nukleinsauresequenz oder einem Polynukleotid nach ei- 
nem der Anspruche 8 bis 23 transfiziert ist. 

26. Zelle nach Anspruch 25, die eine menschliche Zelle ist. 

35 27. Zelle nach Anspruch 25 Oder 26, die eine erhohte Proliferationskapazitat hat im Vergleich zu ei- 
ner Zelle, die zwar ansonsten identisch ist, jedoch die Nukleinsauresequenz oder das Polynukleotid 
nicht enthalt. 

28. Antikorper oder Fragment davon, die an ein hTRT-Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 4 
spezifisch binden. 

40 -29. Ex vivo-Zelle, die den Antikorper nach Anspruch 28 sezernieren kann. 

30. Verfahren zur Untersuchung, ob eine Verbindung ein Modulator einer Telomerase-reverse Tran- 
skriptase-Aktivitat oder einer hTRT-Expression ist, umfassend das Inkontaktbringen einer ex vivo-Zelle, 
eines Zellextraktes oder einer Zusammensetzung enthaltend ein hTRT-Polypeptid nach Anspruch 1 oder 
ein Polynukleotid nach Anspruch 15 mit der Verbindung und den Nachweis einer Veranderung in der 

45 Telomerase-reverse Transkriptase-Aktivitat oder hTRT-Expression in der ex vivo-Zelle, dem Zellextrakt j 
oder der Zusammensetzung. 

31. Verfahren zur Untersuchung, ob eine Testverbindung ein Modulator einer Telomerase-reverse- 
Transkriptase-Aktivitat ist, wobei das Verfahren folgende Schritte umfasst: 

a) Bereitstellung eines Polypeptides nach einem der Anspruche 1 bis 4; 
50 b) Inkontaktbringen des Polypeptides mit der Testverbindung; und 

c) Messung der Aktivitat des hTRT-Polypeptides, wobei eine Veranderung in der Telomerase-reverse 
Transkriptase-Aktivitat, die in Gegenwart der Testverbindung gemessen wurde, im Vergleich zu der Akti- 
vitat in Abwesenheit der Testverbindung einen Nachweis dafur liefert, dass die Testverbindung die Telo- 
merase-reverse-Transkriptase-Aktivitat moduliert. 
55 32. Verfahren zur Herstellung rekombinanter Telomerase nach einem der Anspruche 1 bis 4, das die 
Zuchtung einer Zelle nach Anspruch 26 oder 27 und die Isolierung des Polypeptides aus der Kultur um- 
fasst. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, das ferner das Inkontaktbringen des rekombinanten hTRT-Polypep- 
tides mit einem Telomerase-RNA-Bestandteil umfasst, unter solchen Bedingungen, dass das rekombi- 

60 nante Polypeptid und der Telomerase-RNA-Bestandteil zur Bildung eines Telomerase-Enzyms assoziie- 
ren, das die Anfugung von Nukleotiden an ein Telomerasesubstrat katalysieren kann. 

34. Verfahren zum Nachweis eines hTRT-Genproduktes in einer biologischen Probe, umfassend: 

a) Inkontaktbringen der biologischen Probe mit einer Sonde, die spezifisch an das hTRT-Genprodukt 
hybridisiert, wobei die Sonde und das Genprodukt einen Komplex bilden, und Nachweis des Komple- 
65 xes; oder 
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b) spezifische Amplication des Genproduktes in der biologischen Probe, und Nachweis d s Amplifi- 
kationsproduktes, wobei die Anwes nheit des Kompl xes Oder des Amplifikationsproduktes mit dem 
Vorhandensein des hTRT-Genprodukt s in der biologischen Probe korreliert ist, und wobei das Genpro- 
dukt ein Polynukleotid nach Anspruch 15 Oder 17 ist. 
5 35. Verfahren zum Nachweis eines hTRT-Polypeptid s nach Anspruch 1 in einer biologischen Probe, 
umfassend: 

Inkontaktbringen der biologischen Probe mit einer Sonde, die spezifisch das hTRT-Polypeptid bindet, 
wobei die Sonde und das hTRT-Polypeptid einen Komplex bilden, und Nachweis des Komplexes, 
wobei die Anwesenheit des Komplexes mit dem Vorhandensein des hTRT-Polypeptides in der biologi- 
10 schen Probe korreliert ist. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass die Sonde ein monoklonaler Antikor- 
per ist. 

37. Verfahren zum Nachweis des Vorhandenseins von mindestens einer telomerase-positiven 
menschlichen Zelle in einer, menschliche Zellen nach Anspruch 23 enthaltenden biologischen Probe, 

15 wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfasst: 

a) Bestimmung der Menge an hTRT-Genprodukt in der Probe, 

b) Vergleich der gemessenen Menge mit einer Kontrolle, die mit einer keine telomerase-positiven Zel- 
len enthaltenden Probe korreliert, 

wobei das Vorhandensein eines hoheren Spiegels des hTRT-Genproduktes in der Probe im Vergleich 
20 zu der Kontrolle mit dem Vorhandensein von telomerase-positiven Zellen in der biologischen Probe kor- 
reliert ist. 

38. Verfahren nach Anspruch 37, wobei die telomerase-positiven Zellen Krebszellen sind. 

39. Verfahren zur Diagnose eines mit Telomerase in Zusammenhang stehenden Zustands an einer 
Zellprobe oder Gewebeprobe eines Patienten, umfassend: 

25 a) Bestimmung der Menge an hTRT-Genprodukt in der Probe, 

b) Vergleich der Menge an hTRT-Genprodukt in der Probe mit der Menge in einer gesunden Zelle 
des gleichen Typs, wobei eine sich von der Menge in der gesunden Zelle unterscheidende Menge an 
hTRT-Genprodukt in der Probe ein diagnosttsches Anzeichen fur einen mit Telomerase in Zusammen- 
hang stehenden Zustand ist, wobei das Genprodukt ein Polynukleotid nach Anspruch 15 ist. 

30 40. Kit zum Nachweis eines hTRT-Gens oder -Genproduktes, wobei der Kit eines Oder mehrere Rea- 
genzien enthalt, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus den Polynukleotiden nach Anspruch 15 
oder 17, den Polypeptiden nach einem der Anspruche 1 bis 7 und dem Antikorper oder Fragment da- 
von nach Anspruch 28 besteht. 

41. Verfahren zur Steigerung der Proliferationskapazitat einer Vertebratenzelie ex vivo, dadurch ge- 
35 kennzeichnet, dass die Expression von hTRT nach Anspruch 1 in der Zelle gesteigert wird. 

42. Verfahren zur Steigerung der Proliferationskapazitat einer Vertebratenzelien ex vivo durch Einfuh- 
rung eines rekombinanten Polynukleotids in die Zelle, wobei das Polynukleotid eine, ein hTRT-Polypep- 
tid nach Anspruch 1 codierende Sequenz umfasst und wobei die Sequenz mit einem Promotor funktio- 
nell verknupft ist. 

40 43. Verfahren nach Anspruch 42, wobei das hTRT-Polypeptid die Sequenz des hTRT-Polypeptids 
aufweist, das durch pGRN121 (ATCC-Zugangsnummer 209016) codiert wird. 

44. Arzneimittel, umfassend ein Molekul ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den hTRT-Poly- 
peptiden nach einem der Anspruche 1 bis 4, dem Polynukleotid nach Anspruch 15, das ein hTRT-Poly- 
peptid codiert, und dem Antikorper oder Fragment davon nach Anspruch 28. 

45 45. Arzneimittel, umfassend einen Inhibitor der Telomerase-Aktivitat, gegebenenfalls in Kombination 
mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager, wobei der Inhibitor ein hTRT-Polypeptid nach Anspruch 
1, ein hTRT- Antikorper nach Anspruch 28 oder ein hTRT-Polynukleotid nach Anspruch 15 oder 17 ist. 

46. Die Verwendung eines Inhibitors von Telomerase-Aktivitat zur Herstellung eines Medikaments zur 
Behandlung eines Zustands, der mit einem erhohten Spiegel an Telomerase-Aktivitat innerhaib einer 

50 menschlichen Zelle assoziiert ist, wobei dieser Inhibitor: 

a) ein Polypeptid nach Anspruch 1 mit einer Aminosauresequenz ist, die zu einer aufeinanderfolgen- 
den Sequenz von mindestens sechs Aminosauren in hTRT identisch ist; 

b) ein hTRT-bindender Antikorper ist; 

c) ein Polynukleotid mit einer Nukleotidsequenz ist, die zu einer aufeinanderfolgenden Sequenz von 
55 mindestens 12 Nukleotiden in einer hTRT-codierenden Sequenz identisch oder komplementar ist; oder 

d) eine Verbindung, die durch ein Screenen identifiziert wurde, das das Inkontaktbringen einer Test- 
verbindung mit einem Polypeptid mit einer Aminosauresequenz umfasst, die mit einer aufeinanderfol- 
genden Sequenz von mindestens sechs Aminosauren in hTRT identisch ist. 

47. Die Verwendung des Proteins nach einem der Anspruche 1 bis 4, des Polynukleotids nach An- 
60 spruch 15 oder 17, oder des Antikorpers oder Fragments nach Anspruch 28 zur Herstellung eines Medi- 
kaments zur Hemmung von Krebs oder von Altersbeschwerden. 

48. V rwendung eines Polynukleotides, das mindestens 6 Basen lang und genugend komplementar 
zu SEG. Id. Nr. 1 ist, um mit letzterer zu hybridisieren, als Primer in der Amplifikation der Polynukleoti- 
de nach Anspruch 15 oder 17. 

65 49. Verwendung nach Anspruch 48, worin das Polynukleotid mindestens 1 5 Basen lang ist. 
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50. V rwendung nach Anspruch 48, worin das Polynukleotid mindestens 25 Basen lang ist. 

51. Verwendung eines Polynukleotides, das mindestens 10 Basen lang ist und an SEQ. Id. Nr. 1 
oder sein Komplement hybridisiert, als Sonde zum Nachweis des Polynukleotides nach Anspruch 15 
oder 17. 

5 52. Verwendung nach Anspruch 51, worin das Polynukleotid mindestens 20 Basen lang ist. 

53. Verwendung nach Anspruch 51, worin das Polynukleotid markiert ist und die Markierung das 
nachweisbare Signal liefert. 
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Figur 1 

Motiv 0 

humanes WCFLHVU^SVYWEIXRSPFYVTETTFQKNR 
tezl I8E2E*n.VU5KRSHAXHCWOrEKRKQirAEriYWLYWSPIXPILQSFrYITBSSDLRHR 
EST2 LKDFRWLFISD---IWFTKKKFENLNQUAICFISWLFRQLIPKIIQTFFYCTEISSTVT- 
pl23 TREISWMQVET-8AKHPyrFDKEN-ItVLKKLLRWirBD2.WSLXRCFFYVTEQQKSYSK 

• • • • * * • 

Motiv 1 

humanes i^FYRKSVWSKLQSIGlRQHUCRVQLRDVSEAEVRQ 

tell TVYFRKDlWKLLCRPPl-TSMKMEAFEKINEHKVRMl>TQK- , rrLPPAVlRlXPKK--.ifTP 
EST2 IVYFRKDTWHKLITPFlVEYFKTYLVEirWCRNHNSYTLa — HFNHSKMRI IPKK5KKEF 

pl23 TYYYRKKIWOVIMKHSI-ADLKKETLAEVQEKEVBEWKKS-LOFAPGK'LRLI PKK--TTF 

. * . •* 

Motiv 2 

humanes rpIVHHDYWGARTFRREKRAERLTSRVKALP-CVLNYERA 

tezl RLITH-LRKRPLIKH0SRKKMLV5THQTLRPVASILKKLIMEESSGIPFHLEVYHKLLTF 
E8T2 RT I AIPCRGADEEEFTI YKEHHKKAIQPTQKI1-EYLRNKRPTSFTKI YSPTQI ADRIKEF 

pl23 RPIMTFHKKIVNSDRKTTKLTTKTKIXHSH1-H1-XTLKN-RMFKDPPCPAVFHYDDVMKKY 
* • * » 

Motiv 3 (A) 

t«xl KKDLLKHRHFOR-KX YFVRI DIKECYDRI KQDLKFRI VKK-KLKDPEPVIRKYAT I HAT 5 

EST2 KQRLLKKFNKVXPELYFMKFDVK5CYDS I PRKECHRILXD- AX-KNENCFFVRSQYFFHTN 

p!23 KBFVCKWKQVGQPKLFFATMDIEKCYDSVNREKLSTFLRTTXLLSSOrwiMTAQILKRK^ 
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Figur 3 
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figur 4 



Motif T 

TRT con WL hh hh pfTY TB p p YKKWthX K 

Bp Trtlp 429 WLYNSFIIPIU>SrrYITBSSOUWRT^FIUa>IWKLIXRPFXTS^ 
hTRT 546 WI>lSVY^/ELLRSrTY\'TKTTFOKNP.LFFYRXSVWSKLOSIGrROHLK 

la ©123 441 WI FEDLWSLI kCrFYVT»OOKSYSKTYYYKXNIWDVIHKMSIADL« 
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Motif 1 

h huh I PKK p 
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p hh h K 
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Motif 2 
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Motif A 

PcLYTh hDh CTD 2 hnX K 
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AF 
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A 



Motif C 
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Figur 6 

RNA-aLbh&ngige RNA-polytnirase" 



Telomerasen 



Gruppe II-introns 



— Hepadnaviren ' 



So-Trrto 
hTWT 



I 



Niche -LTR-Retrotransposons 



ltww i M« rrw» »<yi untergruppe) 



LTWR irim i in i iw<G¥»T»fya Untergrupp e) 

Caulimoviren I 
Retroviren I 



CH 689 672 A9 



Figur 7 
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Figur 9 
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FICUR 12 



31 GGACCCGGCGGC777CCGCGCGC7GG7GGCCCAG7GCC7GG7G7GCG7GCCC7GGGACGC 
CCTGGGCCGCCGAAAGGCGCGCGACCACCGGG7CACGGACCACACGCACGGGACCC7GCG 



41 1CGGCCGCCCCCCGCCGCCCCC7CC77CCGCCAGG7GGGCC7CCCCGGGG7CGGCG7CCG 
"T , GCCGGCGGGGGGCGGCGGGGGAGGAAGGCGG7CCACCCGGAGGGGCCCCAGCCGCAGGC 




ji GC7GGGG77GAGGGCGGCCGGGGGGAACCAGCGACA7GCGGAGAGCAGCGCAGGCGAC7C 
CGACCCCAAC7CCCGCCGGCCCCCC77GG7CGC7G7ACGCC7C7CG7CGCG7CCGC7GAG 

NFkB_CSl 
GGGRQ7YYQC 
MFkB_C52 
RGGGRM7YYCC 

7opo_II_ Spaltstelle 
RNYNNC MNGYNGxCH IYNY 



6 « .-GGGCGC7TCCCCCGCAGG7G7CC7GCCTGAAGGAGC7GG7GGCCCGAG7GC7GCAGAGG 
7CCCGCGAAGGGGGCG7CCACAGGACGGAC77CC7CGACCACCGGGC7CACGACG7C7CC 



NFk3_CSl 
GGGRQ7YYQC 
MFk3-MHC-I.2 
7GGGC77CCCC 




Intronl 



> 
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I AAAACCCCAA aaCCCCAAAA CCCC7TTTAG acccctgcag TTGGAAATAT 
5 i AACCTCAGTA TTAATAAGCT CaG ATTTTAA ATATT.AATTA CAAAACCTAA 
!0I ATGCAGGTTG ATGTTGATAA TCAAGCTGAT AATCATGGCA TTCACTCAGC 
: 5 1 7CT7AAGACT TGTG A A G AAA TTAAACAAGC TAAAACG i i G TACTC i i GG A 
20 1 TCCAGAAAGT TATTAGATGA AG AAATCAAT C7CAAAGTCA TTaTAAAG AT 
251 TTAGAAGATA TTAAuAATATT TGCGCAGACA AATA7TG nGCi ACTCC ACG 
501 AGACTATAAT GAAGAAGATT 7TAA AGTTAT TGG.A-AGAAAAJ3A.AGTA im 
351 CAACTCGACT AATCATCGAA CTTATTGACA AATGCTTAGi iGAaCTTC i i 
■SOI TCATCAAGCG ATGTTTCAGA TAGACAAAAA CT7CAATGAT i iG GATTT CA 
■s 5 1 ACTTAAGGGA AATCAATTAG C AAAGACCCA TTTATTAACA GCTCTTTCAA 
50 1 CTC.AAA.AGCA GTATTTCTTT C.AAGaCGAAT GGAACCA.AGT i AGAGCAATG 
5 5 I ATTGGAAATG AGCTCTTCCG AC ATCTCTAC ACTAAATATT TAAT ATTCC A 
60 1 GCGAACTTCT GAAGGAACTC TTGTTCAATT TTGCGGG AAT AACG i i i i i G 
551 ATCATTTGAA AGTCAACGAT AAGTTTGACA AAAAGCAAAA AGGTGGAGCA 
701 GCAGACATGA ATGAACCTCG ATGTTGATCA ACCTGCAAAT ACA.ATGTC.A-A 
"5! GAATGAGAAA.GATCACTTTC TCAACAaCAT CAACGTGCCG aattggaata 
201 ATATGAAATC AAGAACCAGa aTATTTTaTT CCACTCATTTTAATaGAAAT 
351 AACCAATTCT 7CAAAAAGCA TGAGTTTGTG AGTAACAAAA aCAATATTTC 
r0 1 AGCGATGGAC AGAGCTCAG A CGATA TTCAC GAATATATTC AGATTTAATA 
95 I GAATT.AGA.AA GA.aGCT.AA.AA G AT.AAGGTTA TCGAAAAAATTGCCTACATG 
1 00 1 CTTGAGAAAG TC AAAGATTT TAACTTC.AAC TACTATTTAA CAAAATCTTG 
105 I TCCTCTTCCA GAAAATTCGC GGGAaCCGAA ACAAAAAATC GAAAACTTGA 
! 101 TAAATAAAAC TAGAGAAGAA AAGTCGAAGT ACTATGAAGA GCTGTTTAGC 
i I 5 1 TACACAACTG A T A A TAAA TG CGTC ACACAA TTTATTAATG AATTTTTCTA 
1 20 ! C.AATA TACTC CCC AAAC ACT TTTTG ACTGG AAG AAACCGT AAG A aTTTTC 
1251 A .AAA G AAA G T TAAGAAATAT GTGGaaCTAA ACAAGCATGA ACTCA i i CAC 
30 I AAAAACTTAT TGCTTGAGAA GATCAATACA AGAGAAATAT CATGGATGCA 
3 5 1 GGTTGAGACC TCTGCAAAGC aTTTTTaTTA TTTTG ATC AC GA.AAAC.aTC i 
: -01 ACGTCTTATG GaaaTTGCTC CCaTGGaTaT tcgaggatct cgtcgtctcg 
-51 CTGATTAGAT GaTTTTTCTA TGTC ACCGAG C AAC AG AAAA GTTACTCCAA 
501 aaCCTATTaC TaCaCAAaGa aTaTTTGGGa CGTCATTATG aaaaTGTCAA 
5 5 1 TCGCaGaCTT aaaGaaGGAa aCGCTTGCTG AGGTCCAAGA aaaaGaGGTT 
: 50 1 GaaG.AATGGa aaaaGTCGCT TGGaTTTGCa CCTGGaaaaC TCaG aCTaaT 
; 6 5 1 ACCG.AAG AAA ACTACTTTCC GTCC A ATTAT G ACTTTC AAT AAGAAG ATTG 
70 1 TAAATTCAGA CCGGAAGACT ACAAAATTAA CTACAAATAC GaaGTTaTTG 
7 5 I AACTCTCACT TAATGCTTAA G AC ATTG AAG AATAGAATGT TTAAAG aTCC 
1301 TTTTGGATTC GCTGTTTTTA aCTATGaTGa TGTAATGAAA AACTATGaGG 
1351 AGTTTGTTTG CAAATGGAAG CaaGTTGGaC aaCCAAAACTCTTCTTTGCA 
i 90 1 ACTATGGATA TCGAAAAGTG ATATGATAGT GTAA AC AGAG AAAAACTATC 
1951 AACATTCCTA AAAACTACTA AATTACTTTC TTCaGATTTC TGGATTaTGA 
2001 CTGCACAAATTCTAAAGAGA AAGAATAACA TAG t i ATCGA t iCGAAAAAC 
205 i TTTAGAAAGA aaGAAATGAA aGATTaTTTT AGACAGAAAT TCCAGaaGA i 
.!0I 7GCACTTGAA GGaGGaCaaT aTCCAaCCTT aTTCAGTGTT CTTGAAAATG 
151 aaCAAAaTGA CTTaaaTGC.a a aG aa aaCaT TaaTTG TTG A AG C a aaC C A a 
.201 AGAAATTATT TTAaCaaaGA TaaCTTaCTT C aaCC aGTCA iiAAiAii ;C 
151 CCAATaTaaTTaCaTTaaCTTTaaTGGGaa GTTTTaTAaa CaaaCaaaaC 



SO I GaaTTCCTCA aGGTCTTTGa GTTrCATCAA unCi CATC aTTTTa i i a i 
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235 1 GCAaCaTTaG ACGAAAGCTC CTTAGGaTTC CTTAGAGATG aaTCAATGAA 
240 1 CCCTC-AAAAT CC.AAATGTTA aTCTTCTAAT GAG AC _-j_2 C 2 p ATGAC ' 
145 1 7TTTGATTAC AACTC.AAGAG AATAATGCAG TATTG iiiAi iGAGAAAC i i 
250! ATAAACGTAA GTCGTGAAAA TGGATTTAA.A TTCAATATGA aGAAAOACA 
235 ! GACTAGTTTT CCaTTAAGTC CAAGCAAATT TCCAAAATAC GGAATGGATA 
250 1 GTGTTGAGGA G'CAAAATATT GT7CAAGATT ACTGCGATTG GATTGGCATC 
265 1 TCAATTGATA TGAAAACTCT TGCTTTAATG CC AAATATTA ACTTGAGAA i 
270 1 AGAAGGAATT CTGTGTAC AC TCAATCTAAA CATG CA.AACA A.AGAAAGCAT 
2751 CAATGTGGCT CAAGAAGAAA CTAAAGTCG i i i t i AATGAA TAACA l i ACC 
2301 CATTATT7TA GAA-AGACGaT TACAACCGAA GACTTTGCGA aTAAAACTCT 
2S51 CAACAAGTTA TTTATATCAG GCGGTTACAA ATACATGCAA TGAGCCAAAG 
2901 AATACAAGGA CCACTTTAAG AaGAACTTAG CTATGAGCAGJATGATCGAC 
2951. TTAGAGGTAT CTAAAATTAT ATAC7CTGTA ACCAGAGCAT iCTTT.AA.ATA 
00 1 CCTTGTGTGC A.aTATTAAGC aTaCAATTTT tGGAGAGGAG CATT.AiCCAG 
:>05 i aCTTTTTCCT TaGC.-.CACTG AAGCACTTTA TTGAAATATT C-.GCaCAAAA 

• ; o i .-.agtac-.ttt tc.aac agagt ttgc atg atc ctc aaggc aa aag aagcaaa 

: i 5 i GCTA.A.-.AAGT G aCCA ATGTC AATCTCTAAT TCA. aT.ATG AT GCATAGj CGA 
• 20 ! CT.ATTCTa.aC TTaTTTTGG A A aGTT.A_aTTT TCAA l i i i i G i C : i ATA ! AC 
} 25 ! TGGGGTTTTG GGGTTTTGGG GTTTTGGGG 
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; MEVDVDNQAD NHCiHSALKT CEE:K£A.KTL YSWIQKVIRC RNQSQSKYXD 

: ! LEDIXIFAQT NIVATPSDYN EEDFXVIaRX. EVFSTGLMIE LIDKCLVELL 

■ 0 ! SSSDVSDRQK. LOCFGFOLKG NOLAKTKLLT ALSTQKQYF? QDEWNQVRaM 

: 5 1 iGNELFRKLY TKYUFQRTS EGTLVQFCGN NVF DKLKWD SCf DI-GCQKGCA 

101 ADMNEPRCCS TCKYNV'tCNEK DHFLNNrNVP NWNNMKSRTR fFYCTKFNRN 

151 NQFFTsXHHFV SNKNN1SAMD RAQTiFTNIF R5NRIRXKLK DKVIEKJAYM 

30! LEKVKDFNFN YYLTXSCPL? ENWRERXQKI ENLINKTREE KSKYYEELFS 

J: I YTTDNKCVTQ FINEFFYNIL PKDFLTGRNR KNFQKKVKKY VELNKHHLIH 

-01 XNLLLEKJNT REISWMQVET SArCKFYYFDH ENIYVLWKLL RWTFEDLWS 

-51 LrRCFTWTE QQKSYSKTYY YRKKIWDV1M KMSLAJDLKKE TLAEVQEKEV 

501 EEWKXSLGFA PGrCLRLIPKX TTFRPIMTFN KKIVNSDRKT TXLTTNTCLL 

551 NSKLMLKTLK. NRMFKDPFGF A VFN YDDVMK. KYEEFVCXWK QVGQPXLFFA 

50 1 TMDEEKCYDS VNREKLS7FL KTTKLLSSDF WIMTAQILXR KNNIV1DSKN 

55 1 FRKXEMXDYF RQrCFQKlALE GGQYPTLFSV LENEQNDLNA SCXTLrVtAXQ 

701 RNYFXXDNLL Q?vrNlCQYN YiNFNGJCFYK. QTrCGIPOGLC VSSILSSFYY 

"•1 ATLEESSLGF LPJ3ESMNPEN PNVNLLMRLT DDYLLITTQE NNA VLFIE-IL 

50 i iNVSR£NGF:C FNNfKXLOTSF PLSPS-CfAKY GMDSVEEQNt VQDYCDWICi 

S5i SIDMKTLAJLM PNfNLRJEGi LC7LNLNMQT :C<ASM\VLI-C<;< LK.SFLMNNTT 

r'jl KYFPoCTTiTE DrANTCTLNKL F-SGCYSCYMQ C A KJEYKD KrK KM.AMSSMID 

?5I LEVSKIIYSV 7RAFFKYLVC N'(KD TIFGEE KYPDFFLSTL KJ-EFIEIFSTK 

: 00 1 -CYIFInRVCMI lscakeaklxs docqsliqyd A 
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1 gg:asc;t:::ac::::::::::sn:aagc:M::;s::K-;a«?c:=::aaacc:=i;;a*au 80 

LSI c=aagcacaaggacaaaaaaaacaac = ic=z === ===Maagac=rrrac = zraciaact=ac = ^ = t=aaacacactcc5 240 

241 cgcz=cccra=cztzaacc 7 cggcaczgcr--agccgccacccczagc«accg=gcgcr-cracc==gr=accggacac 220 
■21 accz=cz=gagzagcccacagaaacccccacaaaccczc=gacgagaccacaccagacr=aczacaccc=gigcacacc= 400 

-01 z-aacacggagcc-zacacciragacgagccaccccgM^ 480 

481 cz-gacaaccarz=gcaaaaccacgc'c=ccagcggcggcaacc=gcgaaagrcrr=rgacgcr-gcacacgcccagcacg 550 

551 a:=?a5acacKaadaac;:=cacc=accacaac:crittaacgcggt:=:a:c-=s==act::::ac:::cac;twt £40 

541 craaaca-gcac=accc=gzaczaggccrrcccc=gccrzacc=ccggaaccgcaccrrzcccaczacccc=c=t:aacga 720 

721 a^aacciaaacragcztcgczcacaaccgaragcagcagaaagacrggcgacccracccgcgcaaccjz^aczagrrraaa 800 

301 cacac:::;caaaacac::at:a5c:atcaccacacaaaaaaaatcc:acaac:ataaacaz:aacc3aca::i;=5gtc 9 30 

381 accacr^acczaaaacgizacgaccagcaggacacc-rgcacacacacagccacgczzaacggcrac^r^caaccrgc 958 

959 ATC ACC CAA CAC CAT ACC CCC AAA AGC AGG ATT CTT CCC TTT CTA GAG AAT CAA TAT GTA 1018 

i - 7 t :-: h 7 ? :< s s : c a r l s m o *r v 20 

1019 7 AC C7A TCT ACC 77A AAT GAT TAT GTA CAA CTT GTT TTG AGA GGG TCC 

21 V L C 7 L N 0 r V Q L V L 3 C 5 

IQ~"; TAT AGC AAT ATA TCC CAA CCC TTG AGA AGC GAT GTA CAA ACC . CC ... 
4 1 S .N ICE* u R S O V Q 7 S " 

112 9 CAT 7CC AC7 GTA CTT GGC TTC CAC ACT AAG CCA GAT CAA GGT GTT CAA 
51 K 3 T V V G r 0 s :< ? 0 t G V 0 



TCC 


1073 


s 


40 


CTT 


1133 


L 


50 


CCA 


1198 


? 


30 



CH 689 672 A9 



Figur 15 
Seite 2 

= ? AAA TCC TCA CAC TCA GAG 5 i a «iac a sz^ir7.ct^ = ;'acrtsiri ==accc?Wi*5 = -«cazaz;g 5 ca 5 1272 

31 :■: c s o s r s6 

127 3 C7A ATA CCG AAT GTT GTA AAA CAG ATC TTC GAT CAA ACT TTT GAG CGT CCA AGG AAT CTA 123 2 

37 1 : A N 7 ' V :< Q M ~ 2 £ £ ~ £ ?• S ?. N - 106 

:333 CTG ATG AAA CGC TTT TGC ATG ctaaggcacc = :aac=7=?5aaM = = iacct?caaccac = ? c = i=aaasasa 1405 

TQ-X. - MSG'S M 113 

♦ 406 ---cacczaaccracaaag AAT CAT GAA GAT TTT CGA GCC ATC CAT CTA AAC CGA CTA CAA AAT 1469 

* ll4 * N H- 5 0 ? R A M K V -N C V 0 M 123 

-70 CAT CTC CTT TCT ACT TTT CCT AAT TAC GTT ATA TCT ATA CTT CAC TCA AAA AAT TGG CAA 152 9 

i29dlvstf?nyl:s:'-£3kmwq 148 

1530 CTT TTC —A CAA AT gcaaacaccrgcsaagacgsz w=accs = ?aacaagaccs;acaagcacag T ATC CGC 1601 

149 - L L z : " ■ C 155 

1502 ACT CAT GCC ATG CAT TAC TTA TT A TCC AAA CGA ACT ATT TTT CAC CCT CTT CCA AAT CAC 1S61 

155 s o a m :-: r l l s :< c s : r t a l ? m o 175 

1££: AAT TAC CTT CAG ATT TCT GGC ATA CCA CTT TTT .AAA AAT AAT CTC TTT GAG GAA ACT CTC 1721 

:76 N* V L Q : S C ■ ? l - :< S * V " £ £ T 7 195 

1722 TCA AAA AAA AGA AAC CCA ACC ATT CAA AC A TCC ATT ACT CAA AAT AAA ACC GCC CGC AAA 17 81 

196 S K X ?, X R T I £ T S I T Q W :< S A ?. :< 215 

1752 CAA CTT TCC TCC AAT ACC ATT TCA ATT ACT ACC TTT ACC ATT TTT TAC ACC TCA TCC TAT 1841 

2i6Evsw.Ms:s:sa?sr?Yassr 235 

1342 AAC AAC TTT AAC CAA C gcaaczaacac zzz raccczrcacaaccaac zzzzq AT CTA TAT TTT AAC 

2 3 5 K X r X 0 0 - L r ? N 245 

1903 TTA CAC TCT ATT TCT CAT CCC ' AAC ACA CTA CAC ATC TCC CTT CAA TCC ATT TTT CCA ACC 1967 

246 L H S t C 0 R U r v h m w l q w : ? ? a " 5 

'.953 CAA TTT CCA CTT ATA AAC CCA TTT CAA CTC AAC CAA TTC CAC AAA CTC ATT CCA CTC CTA 2027 
•55 0 ? G L £ N . A r Q V K Q L H :< V I ? L V 

2028 TCA CAC ACT ACA CTT CTC CCC AAA CCT CTC CTA AAC CTA TAC CCT TTA ATT CAA CAA AC A 2087 

236 £ Q S T V V ? :< R L L K V Y ? L ■ £ 0 T JUi 



20 3 8 CCA AAC CCA CTC CAT CCT ATT 



T CTA TCA AAA CTT TAC AAC CAT TAT TCC CCA TAT ATT 2147 



325 



30GAKRLHRCSLSXV'YNHTC?r 

14 8 CAC ACC CAC CAT CAT CAA AAA ATC CTT ACT TAT TCC TTA AAC CCC AAC CAC CTC TTT CCC 2207 
325 D T H D 0 I X I L S S L X ? N 0 7 r A 



AGG ATA 22 67 
r 365 



220 8 TTT CTT CCA TCC ATT CTT GTT CCA CTC TTT CCT AAA TTA ATC TCC COT AAC CAA 

34 6 r i ?. s : l '/ a 7 r ? :< s- : w c n 3 

•255 TTT 3AG ATA ATA TTA AAA C ccaccr^ataaaac- -a^accaccaaccatzt -accac AC CTC GAA AC. -J-S 

2 6 5 f I : : l :•: i t " 
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— . -™ . • " TTA CAT TAT TTA ATG ACT AAC ATA AAC 23 55 

:t S •- * - rr ;- r r - s , H , , s ., : x 395 



2287 cWili^cciiiCL^^ncMClia^iscsacia? ATT "A CAA ATT CAA TCC "A CTC CTT CCA 1465 

• r s £ : ^ w '- v L G <os 

14 6S AAA AGO TCA AAT GCC AAA ATG TGC TTA ACT GAT TTT GAG AAA CGC AAG CAA ATA TTT CCC 252 5 

■iOS S ?• S N A ?. " C L S 0 F - X R •< Q - ■ A 425 

■> = ->5 CAA TTC ATC TAC TGG CTA TAC AAT TCC TTT ATA ATA CCT ATT TTA CAA TCT TTT TTT TAT 2SS5 

"II i~iVWLYNSr Z I ° Z L Q S ~ F ¥ 445 

. _ - - . «- . . . . , — — — » — /-r- • . - -»» » » r— r* r,T~ "AT TTT ACA AAA CAT ATT TCG AAA 2 5 4 5 

25 2 5 ATC ACT CAA TCA AGT CAT TTA CCr% /vw Un i Ui* * rt 4 

,46 I T £ S S D L R « R 7 V V r R it 0 I W X 465 

254 S CTC TTC TGC CCA CCC TTT ATT ACA TCA ATC AAA ATC CAA CCG TTT CAA AAA -A7A AAC CAC 2705 

JSS L C X ? f I T S H X M £ A F E K t N . E 485 

270S s^c^caaaccacii^igcaaaaagciiacacsz—ag AAC AAT CTT AGO ATG CAT ACT GAG AAA ACT 2775 

... ' w m '/ S 0 T Q K T 495 



277 5 ACT TTC CCT CCA 
496 T L ? ? 



r — . — . — .— — • — -i CCT AAG AAG AAT ACC ... CC. CTT ATT ACG is35 



515 



2335 AAT TTA ACA AAA ACA TTC TTA ATA AAG scaccaacec-ggccaccaacgcacc-.cic-.cciaacccactia 2905 
516 it U R :< R F L i :< 

2907 -.-.agcag ATC CCT TCA AAC AAA AAA ATG TTA CTC AGT ACC AAC CAA ACT TTA CCA CCT CTC 2967 

.._...„.. t/«?MOTC.RPV 542 



525 M C S N :< 

296a CCA TCG ATA CTC AAA CAT TTA ATC AAT CAA CAA AGT AGT CCT ATT CCA TTT AAC TTC CAG 3027 
S4JASIE.K-KLINESSSGIPFNL.. S « 

J023 CTT TAC A 
563 V '{ H :< 



3023 CTT TAC ATC AAC CTT CTT ACT TTT AAC AAG CAT CTT CTT AAC CAC CCA ATC TTT CC gcaac 3038 

563 vrHXLLT-FKXOLLKHX M C 581 

30B9 -.a S acaac<;cg=; a c t ==== a c-.a-.caac==- 5 cag C CCT AAG AAG TAT TTT CTA CCC ATA CAT ATA US5 

s 32 r :< x f r v a : o i S9i 

3155 AAA TTC TCT TAT GAT CCA ATA AAC CAA GAT TTC ATC TTT CCG ATT CTT AAA AAC AAA CTC 3215 

592 X S C V 0 R I K Q 0 L M F R r V * X K t. 611 

1215 AAC GAT CCC GAA TTT CTA ATT CGA AAC TAT CCA ACC ATA CAT CCA ACA ACT CAC CCA CCT 3275 
512 :< a ? £ ■ F V I R K V A T r H A T S 0 R A 

3276 ACA AAA AAC TTT CTT AGT CAG CCC TTT TCC TAT T 5SM ,CC=«C S -. S «»C-. 5 5..«««.«C.« 3343 

5 32 T f. N F V S E A F S '.' F 

3344 TT CAT ATC CTC CCT TTT GAA AAA GTC GTC CAG TTA CTT TCT ATC AAA ACA 3405 

544 0MV?F£^ v ''Q"'" 

, TT 1*65 

MO- — . , v , — C - T : CTC CAT TAT TCC ACC AAA Aw. - ~ 4 ' 1 .- q 

i50 2 3 T - F V 0 F V 3 "■ w 7 S 3 3 ' 1 

,,,, ... . --c -aa C-- c CCA CAC ATT CTT AAG t' 
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Figur 15 

Seite 4 

2 53 3 =:aac;£iact2; ATA GCA TCT CAA TAC CTT CAA AAA CTT COT ATC CCT CAG CCC TCA 3 59 3 
593 ; C ri S Q Y , L Q < V C Z ? 3 C 3 70S 

3 5 94 ATT CTC TCA TCT TTT TTC TCT CAT TTC TAT ATC GAA GAT TTC ATT CAT CAA TAC CTA TCC 3 553 

709 ' L 5 S F L C H r Y M E 0 - I 0 I Y 3 723 

j 5 5 *i TTT ACC AAA AAG AAA GCA TCA GTC TTC TTA CCA GTA GTC GAC CAT TTC CTC TTT ATA ACA 2 713 

729 r T X :< S G S V L £- R V V O 0 " 1 " I ? 748 

3714 GTT AAT AAA AAG CAT GCA AAA AAA TTT TTC AAT TTA TCT TTA AGA C gz^&gzz^z :;:ca::c:: 3777 

74 9 V -V :< K 0 A :< K " u N u S : - R G 764 

3 77 3 :iac::::aacc;::;ia5 CA TTT GAG AAA CAC AAT TTT TCT ACC AGC CTC CAG AAA ACA CTA 334 0 

765 F £ X H M " STS LEXTV 77 3 

3 34 1 ATA AAC TTT GAA AAT AGT AAT COG ATA ATA AAC AAT ACT TTT TTT AAT CAA ACC AAG AAA 3 900 

77 9 1 N F £ .V 3 ti G Z I it N T F f N t 5 X K 798 

3 901 AGA ATC CCA TTC TTC CGT TTC TCT CTG AAC ATC AGG TCT CTT CAT ACA TTC TTA GCA TCT 2 9 60 
799 ?. ? F F C F S V MRSLOTLLAC 818 

;9Si CTT AAA ATT CAT CAA CCC TTA TTT A-AC TCT ACA TCT CTA GAC CTC ACC AAA CA.T ATC GCC 4 020 

319 ? >: I C t A L F U 5 T 5 V £ C T < H C 33 8 

4021 .AAA TCT TTT TTT TAC .AAA • ATT CTA AC q:ac2Ct?:c:aac:?aaca4ta;c:;ac2aacaa::*g A TCC 4089 

339 :•: s r f y x t c a s 848 

4 090 AGC CTT CCA TCC TTT CCA CAA GTA TTT ATT CAC ATT ACC CAC AAT TCA AAA TTC AAT TCT 414 9 
34 93 LA S FAQ V F I 0 I T H M S X F M 3 868 

4 110 TCC TCC AAT ATA TAT AGG CTA GCA TAC TCT ATC TCT ATC AGA CCA CAA CCA TAC TTA AAA 4 209 

369 C C U I Y R L C Y S M C M R A Q A Y L *< 988 

4 21C AGC ATC AAG CAT ATA TTT ATT CCC CAA AGA ATC TTC ATA ACC C g:g2?:2c::ac:::aac:a;a 4 274 

389 ?. :< 0 : F -C ? Q R M r I T 0 903 

4 27 5 aaacc;a;:iaccaacc::aq AT CTT TTC AAT CTT ATT CCA AGA AAA ATT TCC AAA AAG TTC GCC 4 339 

904 L L N v r G r :< r w :< :< L A 917 

4340 CAA ATA TTA .GCA TAT ACC AGT AGG CCT TTC TTC TCC TCT CCA CAA CTC AAA TC gcacsigcc 4401 

918E:l.CYTS R RF L SS A E V ;< w 935 

4402 qg:c;:7agacci=a;caacact^acacatcaq C CTT TTT TCT CTT GCA ATC ACA CAT CCT TTC AAA 4468 

936 LFCLCMRDGLK 946 

44 69 CCC TCT TTC AAA TAT CAT CCA TCC TTC CAA CAG CTA ATA TAC CAA TTT CAC TCA TTC ACT 4 528 

347? s f K Y H ? C F Z 0 t- I Y Q FQ3 L T 966 

4523 CAT CTT ATC AAC CCC CTA AGA CCA CTT TTC CCA CAG CTC TTA TTT TTA CAT ACA ACA ATA <5B8 



967 0 L : X ? L R ? V L R 0 V 



986 



4535 CCT CAT TAA c;:c2:::::aac::2::a:acacac=r:::ac:ac:;?:=::::2aacda:ac;:::ac:22C" ca 46SS 

9B9 



987 a 
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Figur 15 
Seite 5 

,745 :: a :« = u:ac::::aa 5 aaa,acc;ac. ? c W ^^ 

,325 :; M aagcaacacat ? a WS :aa 6 c: S c:=««cu 5 aa^ 

4906 ac;caaa aa g £ cg a a 5a c:acc::=: £ aacaacggggaccaagc a c 3 cc=;aaggd 3 aagagac:aaca:acc=ag:;;: 
. 986 ccigaaaaaaccaaggacaaccrggaacaagc^^gcagacgacaggczaaaci-ggcgiccgaaccirggcaaaagc 

* * ... ^^r-A^naaaccaacgawg^igaataciaacagcccaccca 

506 5 cc:ag5CMCCsacgg:ggc:ggc=:i;=tac-;agac?aaaagaaacMftc,i * -- e -»~- t — «- 

3146 acgc=::acacaaggc:::g::::r:=c:;ac.:=,ac:::g=acgggcgaaaagaaacagc,^aacc : a ^ 

5225 ;==gaaacagc=aaacc:=::gg:c=::=aaaccggaag:c:3aagaacc:2c:g a agc::a:gagg=-.--aaaac . 

5305 :=r-gac::aaaggaggaacc:::caccgacgaggaaacgga:agc=:accagc:?c:;aggaga*qcKaa^ 

53SS aaaaaaaaaaacaccaccgggagacacc==:=;2cgaaccagacg C ggagag:a:c-.:=agc;;acc:::gacg.caata 

= 465 dc=sc=«tcc=5M*cqMcosc=c=ac=7tc ? ci ==7accc=z=5"9C = = = ac<geaq = caagC5ac= a aaqgMc. 



<745 
4825 
4305 

49S5 
5055 
5145 
5225 
5305 
5335 
5465 
5544 
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FIGUR 16 
Seite 1 
(Seq. ID. No. 1) 

1 gcagcgcrgc cccccgctgc gcacgcggga agcccrggcc ccggccaccc ccgcgacgcc 
61 gcgcgctccc cgccgccgag ccgtgcgcrc cccgccgcgc agccactacc gcgaggrgcc 
121 gccgccggcc acgtrcgcgc ggcgcccggg gccccagggc tggcggccgg cgcagcgcgg 
181 ggacccggcg gcctcccgcg cgcnggcggc ccagcgcctg gcgtgcgcgc cctgggacgc 
241 acggccgccc cccgccgccc ccrccttccg ccaggcgccc tgcccgaagg agctggtggc 
3 01 ccgagtgctg cagaggctgc gcgagcgcgg cgcgaagaac gtgccggccr tcggctrcgc 
3 61 gctgccggac ggggcccgcg ggggcccccc cgaggccctc accaccagcg tgcgcagcta 
421 ccngcccaac acggngaccg acgcaccgcg ggggagcggg gcgtgggggc tgctgcrgcg 
481 ccgcgrgggc gacgacgcgc tggcccaccc gccggcacgc tgcgcgcncr trgrgccggc 
541 ggcccccagc tgcgcccacc aggcgtgcgg gccgccgctg taccagctcg gcgccgccac 
601 tcaggcccgg cccccgccac acgccagtgg accccgaagg cgcctgggat gcgaacgggc 
661 ccggaaccac agcgccaggg aggccggggr ccccccgggc ctgccagccc cgggtgcgag 
721 gaggcgcggg ggcagtgcca gccgaagtcc gccgttgccc aagaggccca ggcgtggcgc 
781 tgcccczgag ccggagcgga cgcccgttgg gcaggggtcc tgggcccacc cgggcaggac 
341 gcgtggaccg agcgaccgtg gtttccgtgc ggcgncacct gccagacccg ccgaagaagc 
901 caccccrrrg gagggcgcgc ccrccggcac gcgccactcc cacccacccg tgggccgcca 
961 gcaccacgcg cgccccccac ccacaccgcg gccaccacgc ccctgggaca cgccctgccc 
1021 cccggcgcac cccgacacca agcacccccr ctacccccca ggcgacaagg agcagctgcg 
1081 gcccrccrrc cracccagcc crctgaggcc cagcctgact ggcgcccgga ggctcgngga 
1141 gaccacccct ccgggcccca ggccccggac gccagggact ccccgcaggc tgccccgccc 
1201 gccccagcgc taccggcaaa cgcggccccc gcctctggag ccgcctggga accacgcgca 
1261 gcgccccrac ggggcgcrcc ccaagacgca ccgcccgctg cgagccgcgg ccaccccagc 
1321 agccggcgtc tgtgcccggg agaagcccca gggccctgcg gcggcccccg aggaggagga 
13 81 cacagacccc cgccgcccgg tgcagcrgcc ccgccagcac agcagccccr ggcaggtgta 
1441 cggcttcgtg cgggcccgcc tgcgccggcr ggngccccca ggcctctggg gccccaggca 
1501 caacgaacgc cgcttcctca ggaacaccaa gaagttcatc cccccgggga agcatgccaa 
1561 gcccccgctg caggagctga cgcggaagac gagcgtgcgg gactgcgccr ggcrgcgcag 
1621 gagcccaggg gttggcrgtg ctccggccgc agagcaccgr ctgcgtgagg agatcccggc 
1681 caagttccng caccggccga tgagrgrgra cgccgccgag cngctcaggr ctttcnttta 
1741 tgtcacggag accacgcttc aaaagaacag gcccctrttc caccggaaga gtgtctggag 
18 01 caagctgcaa agcactggaa tcagacagca ccrgaagagg gtgcagccgc gggagcrgcc 
1861 ggaagcagag gtcaggcagc accgggaagc caggcccgcc ctgccgacgt ccagactccg 
1921 cctcaccccc aagcc-gacg ggccgcggcc gattgtgaac atggactacg ccgcgggagc 
1981 cagaacgctc cgcagagaaa agagggccga gcgccncacc tcgagggcga aggcactgtt 
2041 cagcgtgctc aaccacgagc gggcgcggcg ccccggcccc ctgggcgccr ctgtgctggg 
2101 cctggacgat atccacaggg cccggcgcac cctcgrgctg cgtgcgcggg cccaggaccc 
2161 gccgcctgag ctgnactttg ccaaggtgga tgtgacgggc gcgcacgaca ccatccccca 
2221 ggacaggcrc acggaggzca tcgccagcan catcaaaccc cagaacacgc acrgcgtgcg 
2281 tcggtacgcc grggrccaga aggccgccca tgggcacgtc cgcaaggccr tcaagagcca 
2341 cgtctctacc ttgacagacc tccagccgta catgcgacag ttcgcggccc accrgcagga 
2401 gaccagcccg ccgagggatg ccgtcgccan cgagcagagc tccrcccnga atgaggccag 
2461 cagnggccrc ttcgacgcct tcctacgcrr catgtgccac cacgccgcgc gcancagggg 
2521 caagtccrac gtccagtgcc aggggatccc gcagggcccc atccccccca cgctgccccg 
2 581 cagcccgrgc cacggcgaca tggagaacaa gccgcrrgcg gggactcggc gggacgggct 
2641 gccccrgcgn "ggtcgatg acccccrgtr ggcgacaccc cacctcaccc acgcgaaaac 
2701 cctccrcagg acccrggccc gaggrgnccc tgagcatggc tgcgcggcga acctgcggaa 
2761 gacagtggcg aacctcccrg cagaagacga ggcccrgggc ggcacggcrr ctgcccagac 
2821 gccggcccac ggcccactcc ccrggcgcgg cczgcrgccg gacacccgga ccccggaggr 
2881 gcagagccac t:s.ccccagcc atgcccggac ccccaccaga gccagtccca ccrtcaaccg 
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2941 cggccccaag gcngggagga 
3001 tcacagccrg tttctggacc 
3051 caagaccccc ccgctgcagg 
3121 tcagcaagct tggaagaacc 
•3181 ccgctacrcc accccgaaag 
3241 cggcccrccg ccctccgagg 
3301 gactcgacac cgtgncacct 
3 3 61 gccgagtcgg aagcccccgg 
3421 actgccctca gactrcaaga 
34 81 gagcagacac cagcagcccc 
3 541 cacacccagg cccgcaccgc 
3601 catgcccggc tgaaggctga 
3661 gagtgcccag cacacccgcc 
3721 gggccagcct ctccncacca 
3781 ccagactcgc cattgctcac 
3 341 aggtggagac ccrgagaagg 
3901 ccccgcacac aggcgaggac 
3 961 gaggngccgc gggagcaaaa 



FIGUR 16 
Seite 2 
(Seq. ID. No. 1) 

acatgcgccg caaacccttt 
tgcaggcgaa cagcccccag 
cgcacaggtt tcacgcargc 
ccacantrtit, cctgcgcgcc 
ccaagaacgc agggatgtcg 
ccgtgcagcg gcrgcgccac 
acgtgccacc cccggggtca 
ggacgacgct gaccgccccg 
ccaccccgga ctgatggcca 
gccacgccgg gctccacgtc 
cgggagcccg aggcccgagt 
gcgcccggct gaggccrgag 
gtcttcactt ccccacaggc 
ggagcccggc tcccactccc 
ccctcgcccc gccctcctcc 
accctgggag ccccgggaac 
ccrgcacccg gangggggrc 
caccgaacat acgagrcrrt 



ggggccrrgc ggccgaagng 
acggcgtgca ccaacatcca 
gtgccgcagc tcccacctca 
atccccgaca cggcccccct 
ctgggggcca agggcgccgc 
caagcantcc tgcccaagct 
cccaggacag cccagacgca 
gaggccgcag ccaacccggc 
cccgcccaca gccaggccga 
ccagggaggg aggggcggcc 
gagrgccrgg ccgaggccng 
cgagcgtcca gccaagggcc 
tggcgcncgg ctccacccca 
cacacaggaa tagtccatcc 
gccrtccacc cccaccaccc 
tcggagcgac caaaggcgcg 
cccgcgggcc aaatnggggg 
cagcctcgaa aaaaa 
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FIGUR 17 
MENSCHLICHE TRT PROTEIN- SEQUENZ 
(SEQ . NO. 2) 

MPRA?RCRAVRSLLRSHYREVLPLATFVRRLG?QGWRLVQRGD?^ 

AAFRALVAQCLVCVPWDARPPPAAPSrRQVSCLKELVARVLQRLCERGAXNVLAFGFA 

LLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVGDDVLVKLLARCALFV 

LVAPSCAYQVCGPPLYQLGAATQARPPPHASGPRRRLGCERAWNHSVREAGVPLGLPA 

PGARRRGGSASRSLPLPXRPRRGAAPEPERTPVGQGSWAHPGRTRGPSDRGFCWSPA 

RPA^EATSLEGALSGTRHSHPSVGRQKHAGPPSTSRPPRPWDTPCPPVYAETKKFLYS 

SGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRLVETIFLGSRPWMPG7PRRLPRLPQRYWQMRPL 

FLELLGNHAQCPYGVLLKTKCPLRAAVTPAAGVCAREKPQGSVAAPEEEDTDPRRLVQ 

LLRQHSSPWQVYGFVRACLRRLVPPGLWGSRI^ERRFLRNTXKFISLGXKAXLSLQEL 

TWKMSVRDCAWLRRSPGVGO/PAAEHRLREEIIJ^CFLHWTaMSVYVVELLRSFFYVTET 

TFQKNRLFFYRKSVWSKLQSIGIRQKLKRVQLRELSEAEVRQHREARPALLTSRLRFI 

PKPDGLRPIVWIDYWGARTFRREKFJ^RLTSRVKALFSVIjNYERARRPGLLGASVLG 

LDD IKRAWRTFVLRVRAQDP P PEL YFVKVDVTGAYDT I PQDRLTEVI AS I IKPQNTYC 

VRR YAWQKAAHGrlVRKAFKS KVS TLTDLQ P YMRQ FVAHLQETS P LRDAW I EQ S SS L 

NEASSGLFDVFLRFMCKHAVRIRGKSYVQCQGIPQGSILSTLLCSLCYGDMENKLFAG 

IRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTKAKTFLRTLVRGVPEYGCVVNLRKTWNFPVEDEAL 

GGTAFVQMPAHGLFPWCGLLLDTRTLEVQSDYSS YARTS I RASLTFNRGFKAGRNMRR 

KLFGVLRLKCnSLFLDLQVNSLQTVCTNIYKILLLQAYRFrLACVLQLPFHQQVWKNPT 

FFLRVISDTASLCYSILKAKNAGMSLGAKGAAGPLPSEAVQWLCHQAFLLKLTRHRVT 

YVPLLGSLRTAQTQLSRKLPG77L7ALEAAANPALFSDFKTILD 
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FIGUR 18 
Clon 712562 

(SEQ ID NO. 3 ) 



GGCCAAG7TCC7GCACTGGC7GA7GAG7GTGTACG7CG7CGAGC7GC7CAGG7C7T7CTT 

TTATGTCACGGAGACCACGTTTCAAAAGAACAGGCTCTTTTTCTACCGGAAGAGTGTCTG 

GAGCAAGTTGCAAAGCATTGGAATCAGACAGCACTTGAAGAGGGTGCAGCTGCGGGAGCT 

GTCGGAAGCAGAGGTCAGGCAGCATCGGGAAGCCAGGCCCGCCCTGCTGACGTCCAGACT 

CCGCTTCATCCCCAAGCCTGACGGGCTGCGGCCGATTGTGAACATGGACTACG7CGTGGG 

AGCCAGAACGTTCCGCAGAGAAAAGAGGGCCGAGCGTCTCACCTCGAGGGTGAAGGCACT 

GTTCAGCGTGCTCAACTACGAGCGGGCGCGGCGCCCCGGCCTCCTGGGCGCCTCTGTGCT 

GGGCCTGGACGATATCCACAGGGCCTGGCGCACCTTCGTGCTGCGTGTGCGGGCCCAGGA 

CCCGCCGCC7GAGCTGTACTTTGTCAAGGTGGATGTGACGGGCGCGTACGACACCATCCC 

CCAGGACAGGCTCACGGAGGTCATCGCCAGCATCATCAAACCCCAGAACACGTACTGCGT 

GCG7CGGTATGCCG7GGTCCAGAAGGCCGCCCATGGGCACGTCCGCAAGGCCTTCAAGAG 

CCACG7CCTACGTCCAGTGCCAGGGGATCCCGCAGGGCTCCATCCTCTCCACGCTGCTCT 

GCAGCC^G7GC7ACGGCGACA7GGAGAACAAGCTG7T7GCGGGGA7TCGGCGGGACGGGC 

7GC7CC7GCG777GGTGGA7GA7T7C77G77GG7GACACC7CACC7CACCCACGCGAAAA 

CCT7CC7CAGGACCCTGGTCCGAGG7G7CCCTGAG7A7GGCTGCG7GG7GAAC77GCGGA 

AGACAG7GG7GAAC7TCCC7G7AGAAGACGAGGCCC7GGG7GGCACGGC7TT7G7TCAGA 

TGCCGGCCCACGGCCTA7TCCCC7GG7GCGGCC7GC7GC7GGATACCCGGACCCTGGAGG 

TGCAGAGCGACTACTCCAGCTATGCCCGGACCTCCATCAGAGCCAGTCTCACCTTCAACC 

GCGGC7TCAAGGC7GGGAGGAACATGCG7CGCAAACTC7TTGGGG7C7TGCGGCTGAAG7 

G7CACAGCCTG777CTGGA7T7GCAGG7GAACAGCCTCCAGACGG7G7GCACCAACATC7 

ACAAGA7CC7CC7GC7GCAGGCG7ACAGG7T7CACGCA7G7G7GC7GCAGCTCCCATT7C 

ATCAGCAAG777GGAAGAACCCCACA77T7TCC7GCGCG7CATC7C7GACACGGCCTCCC 

7CTGC7AC7CCATCC7GAAAGCCAAGAACGCAGGGATG7CGCTGGGGGCCAAGGGCGCCG 

CCGGCC77C7GCCC7CCGAGGCCGTGCAG7GGC7G7GCCACCAAGCA77CCTGC7CAAGC 

7GACTCGACACCG7GTCACC7ACGTGCCACTCC7GGGG7CACTCAGGACAGCCCAGACGC 

AGC7GAG7CGGAAGCTCCCGGGGACGACGCTGAC7GCCC7GGAGGCCGCAGCCAACCCGG 

CAC7GCCC7CAGAC7TCAAGACCA7CC7GGAC7GA7GGCC\CCCGCCCACAGCCAGGCCG 

AGAGCAGACACCAGCAGCCC7GTCACGCCGGGC7CTACG7CCCAGGGAGGGAGGGGCGGC 

CCACACCCAGGCC7GCACCGC7GGGAGTC7GAGGCC7GAGTGAG7GT7TGGCCGAGGCCT 

GCA7G7CCGGC7GAAGGC7GAGTG7CCGGCTGAGGCC7GAGCGAG7G7CCAGCCAAGGGC 

7GAGTG7CCAGCACACCTGCCGTCTTCACTTCCCCACAGGC7GGCGC7CGGC7CCACCCC 

AGGGCCAGC7T7TCC7CACCAGGAGCCCGGC77CCAC7CCCCACATAGGAA7AG7CCA7C 

CCCAGAT7CGCCATTG7TCACCCCTCGCCC7GCCCTCC7TTGCC77CCACCCCCACCATC 

CAGGTGGAGACCCTGAGAAGGACCCTGGGAGCTCTGGGAATTTGGAGTGACCAAAGvax^GT 

GCCC7G7ACACAGGCGAGGACCC7GCACC7GGA7GGGGG7CCC7GTGGG7CAAA7,GoG. 

GGAGG7GC7G7GGGAGTAAAA7AC7GAA7 A7A7G AG7777TCAG7777G 0 AAAAAAAAAA 

AAAAAAAAAAAAAAAA 
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FIGUR 19 

SEQIDNO. 10: 

MetSerValTyrValValGluLeuLeuArgSerPhePhe 

TyrValThrGluThrThrPheGlnLysAsriArgLeuPhePheTyrArgLysSerValTrp 
SerLysLeuGlnSerlleGlylleArgGlnHisLeuLysArgValGlnLeuArgGluLeu 
SerGluAlaGluValArgGlnHisArgGluAlaArgProAlaLeuLeuThrSerArgLeu 
ArgPhelleProLysProAspGlyLeuArgProIleValAsnMetAspTyrValValGly 
AlaArgThrPheArgArgGluLysArgAlaGluArgLeuThrSerArgValLysAlaLeu 
PheSerValLeuAsnTyrGluArgAlaArgArgProGlyLeuLeuGlyAlaSerValLeu 
GlyLeuAspAspIleHisAxgAlaTrpArgThrPheValLeuArgValArgAlaGlnAsp 
ProProProGluLeuTyrPheValLysValAspValThrGlyAlaTyrAspThrllePro 
GlnAspArgLeuThrGluVallleAlaSerllelleLysProGlnAsnThrTyrCysVal 
ArgArgTyrAlaValValGlnLysAlaAlaHisGlyHisValArgLysAlaPheLysSer 
KisValLeuArgProValProGlyAspProAlaGlyLeuHisProLeuHisAlaAlaLeu 
GlnProValLeuArgArgHisGlyGluGlnAlaValCysGlyAspSerAlaGlyArgAla 
AlaProAlaPheGlyGly 
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FIGUR 20 
Seite 1 



SEQ ID NO. 4 (DNA) UND SEQ ID NO. 5 (PROTEIN) 
(TRANSLATION EINER A182 hTRT-VARIANTE) 

1 

met 

GCAGCGCTGCGTCCTGCTGCGCACGTGGGAAGCCCTGGCCCCGGCCACCCCCGCG ATG 

10 

pro arg ala pro arg cys arg ala val arg ser leu leu arg ser 
CCG CGC GCT CCC CGC TGC CGA GCC GTG CGC TCC CTG CTG CGC AGC 

20 30 
his tyr arg glu val leu pro leu ala thr phe val arg arg leu 
CAC TAC CGC GAG GTG CTG CCG CTG GCC ACG TTC GTG CGG CGC CTG 



gly pro gin 
GGG CCC CAG 



phe arg ala 
TTC CGC GCG 



ala arg pro 
GCA CGG CCG 



leu lys glu 
CTG AAG GAG 



gly ala lys 
GGC GCG AAG 



ala arg gly 
GCC CGC GGG 



gly trp arg 
GGC TGG CGG 

50 

leu val ala 
CTG GTG GCC 



pro pro ala 
CCC CCC GCC 

80 

leu val ala 
CTG GTG GCC 



asn val leu 
AAC GTG CTG 

110 

gly pro pro 
GGC CCC CCC 



40 

leu val gin 
CTG GTG CAG 



gin cys leu 
CAG TGC CTG 

70 

ala pro ser 
GCC CCC TCC 



arg val leu 
CGA GTG CTG 

100 

ala phe gly 
GCC TTC GGC 

glu ala phe 
GAG GCC TTC 



arg gly asp 
CGC GGG GAC 



val cys val 
GTG TGC GTG 



phe arg gin 
TTC CGC CAG 



gin arg leu 
CAG AGG CTG 



phe ala leu 
TTC GCG CTG 



thr chr ser 
ACC ACC AGC 



pro ala ala 
CCG GCG GCT 

60 

pro trp asp 
CCC TGG GAC 



val ser cys j 
GTG TCC TGC 

90 

cys glu arg 
TGC GAG CGC 

leu asp gly 
CTG GAC GGG 

120 

val arg ser 
GTG CGC AGC 
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tyr leu pro asn chr val thr 
TAC CTG CCC AAC ACG GTG ACC 

140 

trp gly leu leu leu arg arg 
TGG GGG CTG CTG CTG CGC CGC 

leu leu ala arg cys ala leu 
CTG CTG GCA CGC TGC GCG CTC 

170 

ala tyr gin val • cys gly pro 
GCC TAC CAG GTG TGC GGG CCG 



chr gin ala arg pro pre pro 
ACT CAG GCC CGG CCC CCG CCA 

200 

leu gly cys glu arg ala trp 
CTG GGA TGC GAA CGG GCC TGG 

val pro leu gly leu 'pro ala 
GTC CCC CTG GGC CTG CCA GCC 

230 

ser ala ser arg ser leu pro 
AGT GCC AGC CGA AGT CTG CCG 



ala ala pro glu pro glu arg 
GCT GCC CCT GAG CCG GAG CGG 

2S0 

ala his pro gly arg thr arg 
GCC CAC CCG GGC AGG ACG CGT 



FIGUR 20 

Seite 2 

130 

asp ala leu arg gly ser gly ala 
GAC GCA CTG CGG GGG AGC GGG GCG 

150 

val gly asp asp val leu val his 
GTG GGC GAC GAC GTG CTG GTT CAC 

160 

phe val leu val ala pro ser cys 
TTT GTG CTG GTG GCT CCC AGC TGC 

180 

pro leu tyr gin leu gly ala ala 
CCG CTG TAC CAG CTC GGC GCT GCC 

190 

his ala ser gly pro arg arg arg 
CAC GCT AGT GGA CCC CGA AGG CGT 

210 

asn his ser val arg glu ala gly 
AAC CAT AGC GTC AGG GAG GCC GGG 

220 

pro gly ala arg arg arg gly gly 
CCG GGT GCG AGG AGG CGC GGG GGC 

240 

leu pro lys arg pro arg arg gly 
TTG CCC AAG AGG CCC AGG CGT GGC 

250 

chr pro val gly gin gly ser trp 
ACG CCC GTT GGG CAG GGG TCC TGG 

270 

gly pro ser asp arg gly phe cys 
GGA CCG AGT GAC CGT GGT TTC TGT 
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val val ser pro ala arg pro 
GTG GTG TCA CCT GCC AGA CCC 

290 

gly ala leu ser gly chr arg 
GGT GCG CTC TCT GGC ACG CGC 



gin his his ala gly pro pro 
CAG CAC CAC GCG GGC CCC CCA 

320 

crp asp chr pro cys pro pro 
TGG GAC ACG CCT TGT CCC CCG 



leu cyr ser ser gly asp lys 
CTC TAC TCC TCA GGC GAC AAG 

350 

leu ser ser leu arg pro ser 
CTC AGC TCT CTG AGG CCC AGC 



glu chr ile phe leu gly ser 
GAG ACC ATC TTT CTG GGT TCC 

380 

arg arg leu pro arg leu pro 
CGC AGG TTG CCC CGC CTG CCC 

leu phe leu glu leu leu gly 
CTG TTT CTG GAG CTG CTT GGG 

410 

val leu leu lys chr his cys 
GTG CTC CTC AAG ACG CAC TGC 



FIGUR 20 
Seite 3 

280 

ala glu glu ala Chr ser leu glu 
GCC GAA GAA GCC ACC TCT TTG GAG 

300 

his ser his pro ser val gly arg 
CAC TCC CAC CCA TCC GTG GGC CGC 

310 

ser Chr ser arg pro pro arg pro 
TCC ACA TCG CGG CCA CCA CGT CCC 

330 

val cyr ala glu chr lys his phe 
GTG TAC GCC GAG ACC AAG CAC TTC 

340 

glu gin leu arg pro ser phe leu 
GAG CAG CTG CGG CCC TCC TTC CTA 

360 

leu Chr gly ala arg arg leu val 
CTG ACT GGC GCT CGG AGG CTC GTG 

370 

arg pro Crp met pro gly chr pro 
AGG CCC TGG ATG CCA GGG ACT CCC 

390 

gin arg Cyr crp gin met arg pro 
CAG CGC TAC TGG CAA ATG CGG CCC 

400 

asn his ala gin cys pro cyr gly 
AAC CAC GCG CAG TGC CCC TAC GGG 

420 

pro leu arg ala ala val chr pro 
CCG CTG CGA GCT GCG GTC ACC CCA 
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ala ala gly val cys ala arg 
GCA GCC GGT GTC TGT GCC CGG 

, 440 

ala pro glu glu glu asp thr 
GCC CCC GAG GAG GAG GAC ACA 

leu arg gin his ser ser pro 
CTC CGC CAG CAC AGC AGC CCC 

470 

ala cys leu arg arg leu val 
GCC TGC CTG CGC CGG CTG GTG 



his asn glu arg arg phe leu 
CAC AAC GAA CGC CGC TTC CTC 

500 

leu gly lys his ala lys leu 
CTG GGG AAG CAT GCC AAG CTC 



mec ser val arg asp cys ala 
ATG AGC GTG CGG GAC TGC GCT 

530 

gly cys val pro ala ala glu 
GGC TGT GTT CCG GCC GCA GAG 



ala lys phe leu his trp leu 
GCC AAG TTC CTG CAC TGG CTG 

5S0 

leu arg ser phe phe tyr val 
CTC AGG TCT TTC TTT TAT GTC 

arg leu phe phe tyr arg lys 
AGG CTC TTT TTC TAC CGG AAG 



FIGUR. 20 
Seite 4 

glu lys pro gin gly ser val ala 
GAG AAG CCC CAG GGC TCT GTG GCG 

450 

asp pro arg arg leu val gin leu 
GAC CCC CGT CGC CTG GTG CAG CTG 

460 

crp gin val tyr gly phe val arg 
TGG CAG GTG TAC GGC TTC GTG CGG 

480 

pro pro gly leu trp gly ser arg 
CCC CCA GGC CTC TGG GGC TCC AGG 

490 

arg asn thr lys lys phe ile ser 
AGG AAC ACC AAG AAG TTC ATC TCC 

510 

ser leu gin glu leu thr trp lys 
TCG CTG CAG GAG CTG ACG TGG AAG 

520 

trp leu arg arg ser pro gly val 
TGG CTG CGC AGG AGC CCA GGG GTT 

540 

his arg leu arg glu glu ile leu 
CAC CGT CTG CGT GAG GAG ATC CTG 

550 

met ser val tyr val val glu leu 
ATG AGT GTG TAC GTC GTC GAG CTG 

570 

thr glu thr thr phe gin lys asn 
ACG GAG ACC ACG TTT CAA AAG AAC 

580 

ser val trp ser lys leu gin ser 
AGT GTC TGG AGC AAG TTG CAA AGC 



590 

ile gly ile arg gin his leu 
ATT GGA ATC AGA CAG CAC TTG 



ser glu ala glu val arg gin 
TCG GAA GCA GAG GTC AGG CAG 

620 

leu thr ser arg leu arg phe 
CTG ACG TCC AGA CTC CGC TTC 



pro ile val asn met asp tyr 
CCG ATT GTG AAC ATG GAC TAC 

650 

arg glu lys arg ala glu arg 
AGA GAA AAG AGG GCC GAG CGT 



phe ser val leu asn tyr glu 
TTC AGC GTG CTC AAC TAC GAG 

680 

gly ala ser val leu 'gly leu 
GGC GCC TCT GTG CTG GGC CTG 



thr phe val leu arg val arg 
ACC TTC GTG CTG CGT GTG CGG 

7.10 

tyr phe val lys val asp val 
TAC TTT GTC AAG GTG GAT GTG 



gin asp arg leu thr glu val 
CAG GAC AGG CTC ACG GAG GTC 
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FIGUR 20 
Seite 5 

600 

lys arg val gin leu arg glu leu 
AAG AGG GTG CAG CTG CGG GAG CTG 

610 . 

his arg glu ala arg pro ala leu 
CAT CGG GAA GCC AGG CCC GCC CTG 

630 

ile pro lys pro asp gly leu arg 
ATC CCC AAG CCT GAC GGG CTG CGG 

640 

val val gly ala arg thr phe arg 
GTC GTG GGA GCC AGA ACG TTC CGC 

660 

leu thr ser arg val lys ala leu 
CTC ACC TCG AGG GTG AAG GCA CTG 

670 

arg ala arg arg pro gly leu leu 
CGG GCG CGG CGC CCC GGC CTC CTG 

690 

asp asp ile his arg ala trp arg 
GAC GAT ATC CAC AGG GCC TGG CGC 

700 

ala gin asp pro pro pro glu leu 
GCC CAG GAC CCG CCG CCT GAG CTG 

720 

thr gly ala tyr asp thr ile pro 
ACG GGC GCG TAC GAC ACC ATC CCC 

730 

ile ala ser ile ile lys pro gin 
ATC GCC AGC ATC ATC AAA CCC CAG 
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FIGUR 20 

Seite S 

740 750 
asn thr cyr cys val arg arg tyr ala val val gin lys ala ala 
AAC ACG TAG TGC GTG CGT CGG TAT GCC GTG GTC CAG AAG GCC GCC 

7S0 

his gly his val arg lys ala phe lys ser his val leu arg pro 
CAT GGG CAC GTC CGC AAG GCC TTC AAG AGC CAC GTC CTA CGT CCA 

770 780 
val pro gly asp pro ala gly leu his pro leu his ala ala leu . 
GTG CCA GGG GAT CCC GCA GGG CTC CAT CCT CTC CAC GCT GCT CTG 

790 

gin pro val leu arg arg his gly glu gin ala val cys gly asp 
CAG CCT GTG CTA CGG CGA CAT GGA GAA CAA GCT GTT TGC GGG GAT 

800 807 
ser ala gly arg ala ala pro ala phe gly gly OP 

TCG GCG GGA CGG GCT GCT CCT GCG TTT GGT GGA TGA TTTCTTGTTGGT 
GACACCTCACCTCACCCACGCGAAAACC7TCCTCAGGACCCTGGTCCGAGGTGTCCCTGA 
GTATGGCTGCGTGGTGAACTTGCGGAAGACAGTGGTGAACTTCCCTGTAGAAGACGAGGC 
CCTGGGTGGCACGGCTTTTGTTCAGATGCCGGCCCACGGCCTATTCCCCTGGTGCGGCCT 
GCTGCTGGATACCCGGACCCTGGAGGTGCAGAGCGACTACTCCAGCTATGCCCGGACCTC 
CATCAGAGCCAGTCTCACCTTCAACCGCGGCTTCAAGGCTGGGAGGAACATGCGTCGCAA 
ACTCTTTGGGGTCTTGCGGCTGAAGTGTCACAGCCTGTTTCTGGATTTGCAGGTGAACAG 
CCTCCAGACGGTGTGCACC^C^TCTACAAGATCCTCCTGCTGC^GGCGTACAGGTTTCA 
CGCATGTGTGCTGCAGCTCCCATTTCATCAGCAAGTTTGGAAGAACCCCACATTTTTCCT 
GCGCGTCATCTCTGACACGGCCTCCCTCTGCTACTCCATCCTGAAAGCCAAGAACGCAGG 
GATGTCGCTGGGGGCCAAGGGCGCCGCCGGCCCTCTGCCCTCCGAGGCCGTGCAGTGGCT 
GTGCCACCAAGCATTCCTGCTCAAGCTGACTCGACACCGTG7CACCTACGTGCCACTCCT 
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FIGUR 20 

Seite 7 

GGGG7CAC7CAGGACAGCCCAGACGCAGC7GAG7CGGAAGC7CCCGGGGACGACGC7GAC 

TGCCCTGGAGGCCGCAGCCAACCCGGCACTGCCCTCAGACTTCAAGACCATCCTGGAC7G 

ATGGCCACCCGCCCACAGCCAGGCCGAGAGCAGACACCAGCAGCCCTGTCACGCCGGGCT 

CTACGTCCCAGGGAGGGAGGGGCGGCCCACACCCAGGCCCGCACCGCTGGGAGTCTGAGG ' 

CCTGAG7GAGTGTTTGGCCGAGGCCTGCATGTCCGGC7GAAGGCTGAGTG7CCGGCTGAG 

GCC7GAGCGAG7G7CCAGCCAAGGGC7GAG7G7CCAGCACACC7GCCG7C77CAC77CCC 

CACAGGCTGGCGCTCGGCTCOiCCCCAGGGCCAGCTTTTCCTCACCAGGAGCCCGGCTTC 

CACTCCCCACATAGGAATAG7CCATCCCCAGATTCGCCATTGTTCACCCCTCGCCCTGCC 

C7CC777GCC77CCACCCCCACCA7CCAGG7GGAGACCC7GAGAAGGACCC7GGGAGC7C 

TGGGAATTTGGAGTGACCAAAGGTGTGCCCTGTACACAGGCGAGGACCCTGCACCTGGAT 

GGGGG7CCC7G7GGG7CAAA77GGGGGGAGG7GC7G7GGGAG7AAAA7AC7GAA7A7A7G 

f 

AGTTTTTCAGTTTTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
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FIGUR 21 
Genomische DNA-Insertion vonpGRNl44 



1 CCATGGGACCCACTGCAGGGGCAGCTGGGAGGCTGCAGGCTTCAGGTCCCAGTGGGGTTG 
GGTACCCTGGGTGACGTCCCCGTCGACCCTCCGACGTCCGAAGTCCAGGGTCACCCCAAC 

6 1 CCATCTGCCAGTAGAAACCTGATGTAGAATCAGGGCGCGAGTGTGGACACTGTCCTGAAT 
GGTAGACGGTCATCTTTGGACTACATCTTAGTCCCGCGCTCACACCTGTGACAGGACTTA 

121 CTCAATGTCTCAGTGTGTGCTGAAACATGTAGAAATTAAAGTCCATCCCTCCTACTCTAC 
GAGTTACAGAGTCACACACGACTTTGTACATCTTTAATTTCAGGTAGGGAGGATGAGATG 

181 TGGGATTGAGCCCCTTCCCTATCCCCCCCCAGGGGCAGAGGAGTTCCTCTCACTCCTGTG 
ACCCTAACTCGGGGAAGGGATAGGGGGGGGTCCCCGTCTCCTCAAGGAGAGTGAGGACAC 

241 GAGGAAGGAATGATACTTTGTTATTTTTCACTGCTGGTACTGAATCCACTGTTTCATTTG 
CTCCTTCCTTACTATGAAACAATAAAAAGTGACGACCATGACTTAGGTGACAAAGTAAAC 



3 01 TTGGTTTGTTTGTTTTGTTTTGAGAGGCGGTTTCACTCTTGTTGCTCAGGCTGGAGGGAG ' 
AACCAAACAAACAAAACAAAACTCTCCGCCAAAGTGAGAACAACGAGTCCGACCTCCCTC 



361 TGCAATGGCGCGATCTTGGCTTACTGCAGCCTCTGCCTCCCAGGTTCAAGTGATTCTCCT 
ACGTTACCGCGCTAGAACCGAATGACGTCGGAGACGGAGGGTCCAAGTTCACTAAGAGGA 

alu 



421 GCTTCCGCCTCCCATTTGGCTGGGATTACAGGCACCCGCCACCATGCCCAGCTAATTTTT 
CGAAGGCGGAGGGTAAACCGACCCTAATGTCCGTGGGCGGTGGTACGGGTCGATTAAAAA 



481 TGTATTTTTAGTAGAGACGGGGGTGGGGGTGGGGTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTC 
ACATAAAAATCATCTCTGCCCCCACCCCCACCCCAAGTGGTACAACCGGTCCGACCAGAG 

CAP 

sasssssssssssss > 

541 GAACTTCTGACCTCAGATGATCCACCTGCCTCTGCCTCCTAAAGTGCTGGGATTACAGGT 
CTTGAAGACTGGAGTCTACTAGGTGGACGGAGACGGAGGATTTCACGACCCTAATGTCCA 



601 GTGAGCCACCATGCCCAGCTCAGAATTTACTCTGTTTAGAAACATCTGGGTCTGAGGTAG 
CACTCGGTGGTACGGGTCGAGTCTTAAATGAGACAAATCTTTGTAGACCCAGACTCCATC 
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FIGUR 21 (Fortsetzung, 2 von 6) 
CCAAT 



661 GAAGCTCACCCCACTCAAGTGTTGTGGTGTTTTAAGCCAATGATAGAAl i 1 TTTTATTGT 
CTTCGAGTGGGGTGAGTTCACAACACCACAAAATTCGGTTACTATCTTAAAAAAATAACA 

721 TGTTAGAACACTCTTGATGTTTTACACTGTGATGACTAAGACATCATCAGCTTTTCAAAG 
ACAATCTTGTGAGAACTACAAAATGTGACACTACTGATTCTGTAGTAGTCGAAAAGTTTC 

CAP 

781 ACACACTAACTGCACCCATAATACTGGGGTGTCTTCTGGGTATCAGCGATCTTCATTGAA 
TGTGTGATTGACGTGGGTATTATGACCCCACAGAAGACCCATAGTCGCTAGAAGTAACTT 

CAP 
★**★****★*★* 

841 TGCCGGGAGGCGTTTCCTCGCCATGCACATGGTGTTAATTACTCCAGCATAATCTTCTGC 
ACGGCCCTCCGCAAAGGAGCGGTACGTGTACCACAATTAATGAGGTCGTATTAGAAGACG 



901 TTCCATTTCTTCTCTTCCCTCTTTTAA 

AAGGTAAAGAAGAGAAGGGAGAAAATTTTAACACAAAAGATACAACCGAAGAGACGTCTC 

CAP 



961 AACCAGTGTAAGCTACAACTTAACT1TTGTTGGAACAAATTTTCCAAACCG 

TTGGTCACATTCGATGTTGAATTGAAAACAACCTTGTTTAAAAGGTTTGGCGG 

1021 C CT AGTGG CAG AG ACAATT CACAAACACAG CC CTTT AAAAAGGCTT AGGG AT CACT AAGG 
GGATCACCGTCTCTGTTAAGTGTTTGTGTCGGGAAATTTTTCCGAATCCCTAGTGATTCC 

1081 GGATTTCTAGAAGAGCGACCCGTAATCCTTAAGTATTTACAAGACGAGGCTAACCTCCAG 
CCTAAAGATCTTCTCGCTGGGCATTAGGAATTCATAAATGTTCTGCTCCGATTGGAGGTC 

1141 CGAGCGTGACAGCCCAGGGAGGGTGCGAGGCCTGTTCAAATGCTAAGCTTCCATAAATAA 

GCTCGCACTGTCGGGTCCCTCCCACGCrCCGGACAAGTTTACGATTCGAAGGTATTTATT j 

1201 AGCAAATTTCCTCCGGCAGTTTCrrcGAAAGTAGGAAAGGTTAACA 

TCGTTTAAAGGAGGCCGTCAAAGACCTTTCATCCTTTCCAATTGTAAATTCCAACGCAAA 

1261 GTTAGCATTTCAGTGTTTGCCGACCTCAGCTAACAGCATCCCTGCAAGGCCTCGGGAGAC 
CAATCGTAAAGTCACAAACGGCTGGAGTCGATTGTCGTAGGGACGTTCCGGAGCCCTCTG 

1321 CCAGAAGTTTCTCGCCCCTTAGATCCAAACrrGAGCAACCCGGAGTCTGGATTCCTGGGA 
GGTCTTCAAAGAGCGGGGAATCTAGGTTTGAACTCGTTGGGCCTCAGACCTAAGGACCCT 

TopoII 
**★**★**★*****+*+> 

1381 AGTCCTCAGCTGTCCTGCGGTTGTGCCGGGGCCCCAGGTCTGGAGGGGACCAGTGGCCGT 
TCAGGAGTCGACAGGACGCCAACACGGCCCCGGGGTCCAGACCTCCCCTGGTCACCGGCA 

1441 GTGGCTTCTACTGCTGGGCTGGAAGTCGGGCCTCCTAGCTCTGCAGTCCGAGGCTTGGAG 
CACCGAAGATGACGACCCGACCTTCAGCCCGGAGGATCGAGACGTCAGGCTCCGAACCTC 
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FIGUR 21 (Fortsctzung, 3 von 6) 

1501 CCAGGTGCCTGGACCCCGAGGCTGCCCTCCACCCTGTGCGGGCGGGATGTGACCAGATGT 
GGTCCACGGACCTGGGGCTCCGACGGGAGGTGGGACACGCCCGCCCTACACTGGTCTACA 

1561 TGGCCTCATCTGCCAGACAGAGTGCCGGGGCCCAGGGTCAAGGCCGTTGTGGCTGGTGTG 
ACCGGAGTAGACGGTCTGTCTCACGGCCCCGGGTCCCAGTTCCGGCAACACCGACCACAC 

1621 AGGCGCCCGGTGCGCGGCCAGCAGGAGCGCCTGGCTCCATTTCCCACCCTTTCTCGACGG 
TCCGCGGGCCACGCGCCGGTCGTCCTCGCGGACCGAGGTAAAGGGTGGGAAAGAGCTGCC 

1681 GACCGCCCCGGTGGGTGATTAACAGATATTGGGGTGGTTTGCTCATGGTGGGGACCCCTT 
CTGGCGGGGCCACCCACTAATTGTCTATAACCCCACCAAACOAGTACCACCCCTGGGGAA 

1741 CGCCGCCTGAGAACCTGCAAAGAGAAATGACGGGCCTGTGTCAAGGAGCCCAAGTCGCGG 
GCGGCGGACTCTTGGACGTTTCTCTTTACTGCCCGGACACAGTTCCTCGGGTTCAGCGCC 

18 01 GGAAGTGTtGCAGGGAGGCACTCCGGGAGGTCCCGCGTGCCCGTCCAGGGAGCAATGCGT 
CCTTCACAACGTCCCTCCGTGAGGCCCTCCAGGGCGCACGGGCAGGTCCCTCGTTACGCA 

1861 CCTCGGGTTCGTCCCCAGCCGCGTCTACGCGCCTCCGTCCTCCCCTTCACGTCCGGCATT 
GGAGCCCAAGCAGGGGTCGGCGCAGATGCGCGGAGGCAGGAGGGGAAGTGCAGGCCGTAA 

1921 CGTGGTGCCCGGAGCCCGACGCCCCGCGTCCGGACCTGGAGGCAGCCCTGGGTCTCCGGA 
GCACCACGGGCCTCGGGCTGCGGGGCGCAGGCCTGGACCTCCGTCGGGACCCAGAGGCCT 

1981 TCAGGCCAGCGGCCAAAGGGTCGCCGCACGCACCTGTTCCCAGGGCCTCCACATCATGGC 
AGTCCGGTCGCCGGTTTCCCAGCGGCGTGCGTGGACAAGGGTCCCGGAGGTGTAGTACCG 

2041 CCCTCCCTCGGGTTACCCCACAGCCTAGGCCGATTCGACCTCTCTCCGCTGGGGCCCTCG 
GGGAGGGAGCCCAATGGGGTGTCGGATCCGGCTAAGCTGGAGAGAGGCGACCCCGGGAGC 

Spl 



2101 CTGGCGTCCCTGCACCCTGGGAGCGCGAGCGGCGCGCGGGCGGGGAAGCGCGGCCCAGAC 
GACCGCAGGGACGTGGGACCCTCGCGCTCGCCGCGCGCCCGCCCCTTCGCGCCGGGTCTG 

2161 CCCCGGGTCCGCCCGGAGCAGCTGCGCTGTCGGGGCCAGGCCGGGCTCCCAGTGGATTCG 
GGGGCCCAGGCGGGCCTCGTCGACGCGACAGCCCCGGTCCGGCCCGAGGGTCACCTAAGC 

2221 CGGGCAACAGACGCCCAGGACCGCGCTTCCCACGTGGCGGAGGGACTGGGGACCCGGGCA 
GCCCGTTGTCTGCGGGTCCTGGCGCGAAGGGTGCACCGCCTCCCTGACCCCTGGGCCCGT 

Spl 

ssssasss: 

E2F 



2281 CCGGTCCTGCCCCTTCACCTTCCAGCTCCGCCTCGTCCGCGCGGAACCCCGCCCCGTCCC 
GGCCAGGACGGGGAAGTGGAAGGTCGAGGCGGAGCAGGCGCGCCTTGGGGCGGGGCAGGG 

2341 GAACCCTTCCCGGGTCCCCGGCCCAGCCCCTTCCGGGCCATCCCAGCCCGTCCCGTTCCT 
CTTGGGAAGGGCCCAGGGGCCGGGTCGGGGAAGGCCCGGTAGGGTCGGGCAGGGCAAGGA 
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FIGUR 21 (Fortsetzung, 4 von 6) 

Spl 

E2F NFkB 



2401 TTTCCGCGGCCCCGCCCTCTCCTCGCGGCGCGAGTTTCAGGCAGCGCTGCGTCCTGCTGC 
AAAGGCGCCGGGGCGGGAGAGGAGCGCCGCGCTCAAAGTCCGTCGCGACGCAGGACGACG 

hTRTS 1 

★**★*★**★*******+*+**++**+**+> 

2461 GCACGTGGGAAGCCCTGGCCCCGGCCACCCCCGCGATGCCGCGCGCTCCCCGCTGCCGAG 
CGTGCACCCTTCGGGACCGGGGCCGGTGGGGGCGCTACGGCGCGCGAGGGGCGACGGCTC 

2521 CCGTGCGCTCCCTGCTGCGCAGCCACTACCGCGAGGTGCTGCCGCTGGCCACGTTCGTGC 
GGCACGCGAGGGACGACGCGTCGGTGATGGCGCTCCACGACGGCGACCGGTGCAAGCACG 

E2F 



2581 GGCGCCTGGGGCCCCAGGGCTGGCGGCTGGTGCAGCGCGGGGACCCGGCGGCTTTCCGCG 
CCGCGGACCCCGGGGTCCCGACCGCCGACCACGTCGCGCCCCTGGGCCGCCGAAAGGCGC 



2641 CGCTGGTGGCCCAGTGCCTGGTGTGCGTGCCCTGGGACGCACGGCCGCCCCCCGCCGCCC 
GCGACCACCGGGTCACGGACCACACGCACGGGACCCTGCGTGCCGGCGGGGGGCGGCGGG 

NFkB 



2701 CCTCCTTCCGCCAGGTGGGCCTCCCCGGGGTCGGCGTCCGGCTGGGGTTGAGGGCGGCCG 
GGAGGAAGGCGGTCCACCCGGAGGGGCCCCAGCCGCAGGCCGACCCCAACTCCCGCCGGC 

Topo_II_cleavag 

NFkB 
++++++++♦+ 
NFkB 

ennasansco= 

Intronl 

********★**********★********+****************************> 

2761 GGGGGAACCAGCGACATGCGGAGAGCAGCGCAGGCGACTCAGGGCGCTTCCCCCGCAGGT 
CCCCCTTGGTCGCTGTACGCCTCTCGTCGCGTCCGCTGAGTCCCGCGAAGGGGGCGTCCA 

e site 



2821 GTCCTGCCTGAAGGAGCTGGTGGCCCGAGTGCTGCAGAGGCTGTGCGAGCGCGGCGCGAA 
CAGGACGGACTTCCTCGACCACCGGGCTCACGACGTCTCCGACACGCTCGCGCCGCGCTT 

2881 GAACGTGCTGGCCTTCGGCTTCGCGCTGCTGGACGGGGCCCGCGGGGGCCCCCCCGAGGC 
CTTGCACGACCGGAAGCCGAAGCGCGACGACCTGCCCCGGGCGCCCCCGGGGGGGCTCCG 



2941 CTTCACCACCAGCGTGCGCAGCTACCTGCCCAACACGGTGACCGACGCACTGCGGGGGAG 
GAAGTGGTGGTCGCACGCGTCGATGGACGGGTTGTGCCACTGGCTGCGTGACGCCCCCTC 
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FIGUR 21 (Fortsetzung, 5 von 6) 

3001 CGGGGCGTGGGGGCTGCTGCTGCGCCGCGTGGGCGACGACGTGCTGGTTCACCTGCTGGC 
GCCCCGCACCCCCGACGACGACGCGGCGCACCCGCTGCTGCACGACCAAGTGGACGACCG 

3061 ACGCTGCGCGCTCTTTGTGCTGGTGGCTCCCAGCTGCGCCTACCAGGTGTGCGGGCCGCC 
TGCGACGCGCGAGAAACACGACCACCGAGGGTCGACGCGGATGGTCCACACGCCCGGCGG 

3121 GCTGTACCAGCTCGGCGCTGCCACTCAGGCCCGGCCCCCGCCACACGCTAGTGGACCCCG 
CGACATGGTCGAGCCGCGACGGTGAGTCCGGGCCGGGGGCGGTGTGCGATCACCTGGGGC 

3181 AAGGCGTCTGGGATGCGAACGGGCCTGGAACCATAGCGTCAGGGAGGCCGGGGTCCCCCT 
TTCCGCAGACCCTACGCTTGCCCGGACCTTGGTATCGCAGTCCCTCCGGCCCCAGGGGGA 

3241 GGGCCTGCCAGCCCCGGGTGCGAGGAGGCGCGGGGGCAGTGCCAGCCGAAGTCTGCCGTT 
CCCGGACGGTCGGGGCCCACGCTCCTCCGCGCCCCCGTCACGGTCGGCTTCAGACGGCAA 

3301 GCCCAAGAGGCCCAGGCGTGGCGCTGCCCCTGAGCCGGAGCGGACGCCCGTTGGGCAGGG 
CGGGTTCTCCGGGTCCGCACCGCGACGGGGACTCGGCCTCGCCTGCGGGCAACCCGTCCC 

3 361 GTCCTGGGCCCACCCGGGCAGGACGCGTGGACCGAGTGACCGTGGTTTCTGTGTGGTGTC 
CAGGACCCGGGTGGGCCCGTCCTGCGCACCTGGCTCACTGGCACCAAAGACACACCACAG 

3421 ACCTGCCAGACCCGCGGAAGAAGCCACCTCTTTGGAGGGTGCGCTCTCTGGCACGCGCCA 
TGGACGGTCTGGGCGGCTTCTTCGGTGGAGAAACCTCCCACGCGAGAGACCGTGC3CGGT 

3481 CTCCCACCCATCCGTGGGCCGCCAGCACCACGCGGGCCCCCCATCCACATCGCGGCCACC 
GAGGGTGGGTAGGCACCCGGCGGTCGTGGTGCGCCCGGGGGGTAGGTGTAGCGCCGGTGG 

3541 ACGTCCCTGGGACACGCCTTGTCCCCCGGTGTACGCCGAGACCAAGCACTTCCTCTACTC 
TGCAGGGACCCTGTGCGGAACAGGGGGCCACATGCGGCTCTGGTTCGTGAAGGAGATGAG 

3601 CTCAGGCGACAAGGAGCAGCTGCGGCCCTCCTTCCTACTCAGCTCTCTGAGGCCCAGCCT 
GAGTCCGCTGTTCCTCGTCGACGCCGGGAGGAAGGATGAGTCGAGAGACTCCGGGTCGGA 

3661 GACTGGCGCTCGGAGGCTCGTGGAGACCATCTTTCTGGGTTCCAGGCCCTGGATGCCAGG 
CTGACCGCGAGCCTCCGAGCACCTCTGGTAGAAAGACCCAAGGTCCGGGACCTACGGTCC 

3721 GACTCCCCGCAGGTTGCCCCGCCTGCCCCAGCGCTACTGGCAAATGCGGCCCCTGTTTCT 
CTGAGGGGCGTCCAACGGGGCGGACGGGGTCGCGATGACCGTTTACGCCGGGGACAAAGA 

3781 GGAGCTGCTTGGGAACCACGCGCAGTGCCCCTACGGGGTGCTCCTCAAGACGCACTGCCC 
CCTCGACGAACCCTTGGTGCGCGTCACGGGGATGCCCCACGAGGAGTTCTGCGTGACGGG 

3 841 GCTGCGAGCTGCGGTCACCCCAGCAGCCGGTGTCTGTGCCCGGGAGAAGCCCCAGGGCTC 
CGACGCTCGACGCCAGTGGGGTCGTCGGCCACAGACACGGGCCCTCTTCGGGGTCCCGAG 

3 901 TGTGGCGGCCCCCGAGGAGGAGGACACAGACCCCCGTCGCCTGGTGCAGCTGCTCCGCCA 
ACACCGCCGGGGGCTCCTCCTCCTGTGTCTGGGGGCAGCGGACCACGTCGACGAGGCGGT 

3 961 GCACAGCAGCCCCTGGCAGGTGTACGGCTTCGTGCGGGCCTGCCTGCGCCGGCTGGTGCC 

CGTGTCGTCGGGGACCGTCCACATGCCGAAGCACGCCCGGACGGACGCGGCCGACCACGG 

4 021 CCCAGGCCTCTGGGGCTCCAGGCACAACGAACGCCGCTTCCTCAGGAACACCAAGAAGTT 

GGGTCCGGAGACCCCGAGGTCCGTGTTGCTTGCGGCGAAGGAGTCCTTGTGGTTCTTCAA 
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FIGUR 21 (Fortsctzung, 6 von 6) 

4081 CATCTCCCTGGGGAAGCATGCCAAGCTCTCGCTGCAGGAGCTGACGTGGAAGATGAGCGT 
GTAGAGGGACCCCTTCGTACGGTTCGAGAGCGACGTCCTCGACTGCACCTTCTACTCGCA 



*************★*********++*** 

4141 GCGGGACTGCGCTTGGCTGCGCAGGAGCCCAGGTGAGGAGGTGGTGGCCGTCGAGGGCCC 
CGCCCTGACGCGAACCGACGCGTCCTCGGGTCCACTCCTCCACCACCGGCAGCTCCCGGG 

Intron2 

***********************+************************************ 

4201 AGGCCCCAGAGCTGAATGCAGTAGGGGCTCAGAAAAGGGGGCAGGCAGAGCCCTGGTCCT 
TCCGGGGTCTCGACTTACGTCATCCCCGAGTCTTTTCCCCCGTCCGTCTCGGGACCAGGA 

★♦★★♦★★♦♦★****** *********************************** ********* 

4261 CCTGTCTCCATCGTCACGTGGGCACACGTGGCTTTTCGCTCAGGACGTCGAGTGGACACG 
GGACAGAGGTAGCAGTGCACCCGTGTGCACCGAAAAGCGAGTCCTGCAGCTCACCTGTGC 



4321 GTGATCGAGGTCGAC 
CACTAGCTCCAGCTG 
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gc 

caagttcctg cactggctga 
tgccacggag accacgtttc 
caagetgcaa agcattggaa 
ggaagcagag gtcaggcagc 
cttcatcccc aagcctgacg 
cagaacgttc cgcagagaaa 
cagcgcgctc aactacgagc 



FIGTJR 23 
EST AA281296 
(Sea. ID. No. 3) 

tgagcgcgta cgccgtcgag 
aaaagaacag gctctttttc 
tcagacagca cctgaagagg 
atcgggaagc caggcccgcc 
ggctgcggcc gattgtgaac 
agagggccga gcgtctcacc 
gggcgcg 



ccgctcaggt ctttctttta 
taccggaaga gtgtctggag 
grgcagctgc gggacgtgtc 
ctgctgacgt ccagactccg 
atggactacg tcgtgggagc 
tcgagggtga aggcactgtt 
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FIGUR 24 
(Seq.JD.No. 9) 

TCTACCTTGACAGACCTCCAGCCGTACATGCGACAGTTCGTGGCTCACCTGCAGGAG 
ACCAGCCCGCTGAGGGATGCCGTCGTCATCGAGCAGAGCTCCTCCCTGAATGAGGC 
CAGCAGTGGCCTCTTCGACGTCTTCCTACGCTTCATGTGCCACCACGCCGTGCGCAT 
CAGGGGCAAGTC 



I 

I 
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Figur 25 




± =occ l.coc b,ccc 5,oso 

ungefahre Zellzahl 



CH 689 672 A9 



Figur 26 
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Figui 27 
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Figui 28 
NXT Heparin Affinitat Giyc.gtad. 
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Figur 29 
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Figur 30 
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Figur 31 
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Figur 32 
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Ficur 33 
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Figur 34 

1 CCCCAAAACC CCAAAACCCC AAAACCCCTA TAAAAAAAGA AAAAATTGAG 
5 1 GTAGTTTAGA AATAAAATAT TATTCCCGCA CAAATGG AGA TGGATATTGA 
101 TTTGGATGAT ATAGAAAATT TACTTCCTAA TACATTCAAC AAGTATAGCA 
151 GCTCTTGTAG TGACAAGAAA GGATGCAAAA CATTGAAATC TGGCTCGAAA 
201 TCGCCTTCAT TGACTATTCC AAAGTTGCAA AAACAATTAG AGTTCTACTT 
251 CTCGGATGCA AATCTTTATA ACGATTCTTT CTTGAGAAAA TTAGTTTTAA 
301 AAAGCGGAGA CCAAAGAGTA GAAATTGAAA CATTACTAAT GTTTAAATAA 
35 1 AATCAGGTAA TGAGGATTAT TCTA 111111 AGATCACTTC TTAAGGAGCA 
*0I TTATGGAGAA AATTACTTAA TACTAAAAGG taaacagttt ggattatttc 
< 5 1 CCTAGCC AAC A ATC ATG AGT ATATTAAATT CATATGAGAA TG AGTCAAAG 
501 GATCTCGATA CATCAGACTT ACCAAAGACA AACTCGCTAT AAAACGCAAG 
551 AAAAA GTTTG ATAATCGAAC AGCAGAAGAA CTTATTGCAT TTACTATTCG 
601 TATGGGTTTT. ATTACAATTG TTTTAGGTAT CGACGGTGAA ctcccgagtc 
65 1 TTGAGACAAT tgaaaaagct gtttacaact gaaggaatcg cagttctgaa 
701 agttctgatg tgtatgccat tattttgtga attaatctca aatatcttat 
751 CTCAATTTAA tggatagcta tagaaacaaa ccaaataaac catgcaagtt 

301 TAATGGAATA TACG7TAAAT CCTTTGGGAC AAATGCACAC TGAATTTATA 
851 TTGGATTCTT AAAGCATAG A TACACAGAAT GCTTTAGAGA CTGATTTAGC 
90 1 TTAC AACAGA TTACCTGTTT TG ATTACTCT TGCTCATCTC TTaTaTCTTT 
951 AAAAGAAGCA GGCGAAATGA AAAGAAGACT AAAGAAAGAG ATTTCAAAAT 
1001 TTGTTGATTC TTCTGTAACC GGAATTAACA ACAAGAATAT TAGCAACGAA 
1051 AAAGAAGAAG AGCTATCACA ATCCTGATTC TTAAAGATTT CAAAAATTCC 
1 101 AGGTAAGAGA GATA CATTCA TTAAAATTCA TATATTATAG 1111 1 CATTT 
! I 5 1 CACAGCTGTT ATTTTCTTTT ATCTTAACAA TATTTTTTGA TTAGCTGGAA 
.'201 GTAAAAAGTA TCAAATAAGA GAAGCGCTAG ACTGAGGTAA CTTAGCTTAT 
1 25 1 TCACATTCAT AGATCGACCT TCATATATCC AATACGATGA TAAGGAAACA 
! 301 GCAGTCATCC GTTTTAAAAA TAGTGCTATG AGGACTAAAT ttttagagtc 
1351 AAG AAATGG A GCCG AAATCT TA ATCAAAAA G AATTGCGTC G ATATTGCAA 
I JO I AAGAATCGAA CTCTAAATCT TTCGTTAATA AGTATTACCA ATCTTGATTG 
U5I ATTGA AGAG A TTGACGAGGC AACTGCACAG AAGATCATTA .AAGAAATAAA 
: 501 GTAACTTTTA TTAATTAGAG AATAAACTAA ATTACTAATA TaGAGATCAG 

1551 CGATCTTCAA ttgacgaaat aaaagctgaa ctaaagttag ACAATAAAAA 
1601 ATACAAACCT TGGTCAAAAT ATTGAGGAAG GAAAAGAAGA ccagttagca 
1651 A AAGA AAA A A TAAGGC AATA AATAAAATGA GTACAGAAGT G AAGAAATAA 
1701 AAGATTTaTT I I I I ICAATA ATTTATTGAA AAGAGGGGTT TTGGGGTTTT 
1751 GGGGTTTTGG GG 
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Figur 35 



CC CCAAAACC CC AAAAC CCC AAAA C C C CT AT AAAAAAAC AAAAAATTC ACCT ACTTTAC A 
1 60 

ccc ci i : t c cc oi i » i GCc ev i i i - c cccATA i : * r : i ic i > * i * i * i aactccatcaaatct 

a PO*?XTPKPL'KKKKLR 'FR 

b P(CTPK?ONPrK)CRKNCCSLE- 

C PKPONPKTPIKKEKIEVV'K- 

AATAAAATATT ATTCCCCC AC AAATCC AC ATCC ATATTC ATTTCC ATC ATAT ACAAAATT 

61 120 

TTATTTTATAATAACCCC O 1 IT ACCTCT ACCT ATAACTAAACCT ACTATA TC i ' l ' Vl AA 

d WKILrpHKWRWtLlWMl.'KI 

b IKYYSRTWCOCYCFCC*V_RKF- 

C ' W [ I ? A 0 M E H O I D L D D t" E N L - 

TACTTCCTAATACATTCAaCAACTATACCACCT C 1 IC I AGTCACAAG AAA CG ATCC AAAA 

121 IBO 

ATCAACCATTATCTAACTTCTTCATATCCTCCACAACATCACTCTTC ITTCCTACl : in 

* YFLIHSTSIAALVVTRKDAX 

3 TS"ri00v*0LL*-0ERMQN- 
C LPHTTU KTSSSCSOKKOCKT- 

CATTCAAATCTCCCTCCAAATCCC C 1 1X. ATTCACTATTCCAAACTTCCAAAAACAATTAC 

181 240 

CTAACTTTACACCCACCTTTACCCCAACTAACTCATAACCTTTCAACC l I ' M ICL 1 AATC 

i KCKLARN'RLHCLFOSCICNN" 

o i t i w l e : * a r r o r s k v a k t r r - 

: LKSCSKSPSLTrPKLQKQLE- 

ACTTCTACTTCTCCCATCCAAATCTTTATAACCATTC 7 I iC t 1 CACAAAATT A C 1 I.I AA 

*<1 300 

TC AAC ATCA.i C ACCCT ACCTTT AC AAAT A TTCCT AAC AAAC AACTCTTTT AATC AAAATT 

* SSTSanOIFlTlLSCEN'F* 

3 VLLLCCXS'L " RFFLEK t SFX 

r. fytsoan l tn os t laklvlk* 

aaaccccacaccaaacactacaaattcaaacattactaatctttaaataaaatcacctaa 

)01 )60 

tttcccctctcctttctcatctttaactttct 

a KAESiCE*XLKIir*CLNKtR* 

3 XRRAXSRNCKITNV-tXSON- 
C S C C Q A V s t ETLLKTK * NQVrt- 

tcaccattattcta ih t ii acatca i nci taacgagcattatccacaaaattacttaa 

1 S I 4?C 

actcctaataacataaaaaatctactcaagaattcctcctaatacctcttttaatcaatt 

* cclfyflohflrsimekit* 

b cDYSiF" ITS "CaLwrkLLK* 

C RItLFFRSLLKEHYCENYLt- 

TACT aaaacctaa^cactttccattatttccctacccaacaatcatcactatatt AAA rr 

4?l 480 

ATC A 1 1 1 IC CArrTCTCAAACCTA^TAAACCCATCCCTTgrTACTACTCATATAATTrAA 

* r-KVNSLOYFPSOOCCVY'L 

b TKR'TVWttSLANNOETlKF- 
C LKCX0FCLFP-PTHHS1LNS- 
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Figur 35 (Fortseczung) 



CATATCAC^ATCACTCAAACCATCTCCATACATCACACTTACCAAACACAAACTCCCTAT 
431 540 

ctatactcttactcactttcctacacctatctactctcaatcctttct u I i I CACCCATA 

a HMa.nS0*tSlM0TYO«OTRY 

t) ICSCVjCCSRYIRLTKDkLAr- 

C YENESXOLOTSOLPKTNSL'- 

AAAACCC AAC AAAAACTTTC AT AATC C AAC ACC AC AAC AACTT ATTCC ATTT ACT ATTCC 

5- 1 600 

TTTTCCC TTCTTTTTC AAACT ATT AC CTTCTCCTCTTCTTCAATAACC7TAAATCATAACC 

4 KTOEK-VC'SNSRRTYCIYYS 

t) KRXKXrONRTACELlArTIR- 

C N A R X $ L I tEOQXNLLKLLFV- 

TATCCCTTTTATTACAATTCTTTTACCTATCCACCCTCAACTCCCCACTCTTCACACAAT 

601 660 

ATACCCAAAATAATCTTAACA>AATCCATACCTCCCACTTCACCCCTCACAACT C 1CI I A 

a YCFYYWCFRYRRCTPESCDK - 

b HCFITiVLCrOCELPSLETI- 
C WVLLOLF-VSTVWSRVLRQL- 

TCAAAAACCTCTTTACAACTCAACCAATCCCACTTCTCAAAC 1 1 C 1CATCTCTATCCCAT 

SoL - 720 

ACTTTTTCC AC AAATCTTC A CTTCCTT ACCCTC AACACTTTCAACACTACACATACCCTA 

a CXSCLOLKESQFCKF'CVCH 

b E JCAVYNCRNRSSESSOVYAl* 

C XXLTTTECIAVLK VL HCKPL- 

TA \ \ t lC TCAATTAATCTCA>ATATCrrATCTCAATTTAATCX:ATACCTATACAAACAAA 

72L - 780 

ATAAAACaCTTAATTACA o I 1 I ATACAATACACTTAAATTACCTATCCATATs . /I lll ' l I 

a YFVN -S01SYLNLMOSYRKX 

b iLCtN.LXYLtSI 'WIAIETN- 

C FC£LtS*tLS0FNC*L-K0T- 

CC AAA 7 AAA C C ~TCC AAC 7TT AATCC AA T AT ACCTT AAATCCTTTCCC AC AAATCCACAC 

; 3 1 340 

CCrTTATrrCCTACCTTCAAATTACCTTATATCCAATTTACCAAACCCTCTTTACCTCTC 

i Pf*X?CfC"«CtYVKSFCTNAM 

0 i *' • J A S : - n Z Y T I H p L C 0 « H T 
C X " ■ 7 0 ' w N t R " I L W 0 K C T L • 

TCAATTTATATTCCA~CrrAAACCATACATACACACAATCCTTTACACACTCATTTACC 

341 900 

aCTT-O-AT^- T.-_-%CC7A>C ; ATTTCCTATCTATCTCTCTTACCAAATCTCTCaCTAAATCC 

a Crr-Cr -XMRYTECFROCFS 

O E-t -OS'StDTO^ALETO'tA- 

c n i. r : l :< a • i h r h l • r l i * t - 

ttacaacacattacctcttttcattactcttc^ 

901 960 

aatcttctct^tccacaa,\actaatcacaaccactacacaatatacaaa i 1 L ICi » CCT 

a LOO^TCrOYSCSSLtSLXEA 

b Y N R L P v : - I TLAKLLY L * X X Q * 

C T T 0 ":' L f C LLLLi SY £ F K R S R - 

ccccaaatcaaaacaacactaaacaaacacai i ivaaaai i iui icattc i ic ici aacc 

961 - 1020 

CCCCTTTACTTTTCTTCTCATTTCTTTCTCTAAAC fill AAAC AA C T AAC AAC AC ATTCC 

a c c « :•: a a . :< x e i s k f v o s s v t 

b a:<C*EO'RKRF0NLC!LL"P- 
C RnEnSTnEROFKICCFFCNR- 

ccaatt aac aac aacaa ta tt acc aacc aaaaacaac aac acct atc ac aatcctc attc 

102 1 1080 

ccttaattcttcttctt - taatccttccttt ttcttcttctccatactcttaccactaac 

a c » * .< m : > n E A E E E L S 0 S C T 

b E-.T7RI.ATKKXKSYMNP 0S- 

C iC * 9 ? E Y " 9 * R R R A t T [ L ( L - 
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Figur 35 (Fortsetzung) 



TTAAACA TTTCAAAAATTCC ACCTAAG AC AC A T A C ATTC ATT AAAATTC AT ATATT AT AC 

1031 - 1M0 

AA I I K ! AAAC 1 1 i i « AACCTCCATTCTCTCTATCTAACTAATTTTAAGTATATAATATC 

LKESXEPCXROTFtX E H I : _ 
• R. r 0XroVR£ I H S L K F I Y V S • 
X 0 f X N S 3 - E R Y t H ' ti S Y [ t v - 

TTTTTC A TTTC AC ACCTCTT ATTTTCTTTT ATCTT AACAATATTTTTTCATTACCTCCAA 

1141 1200 

AAAAACT AAACTCTCC AC AAT AAAAC AAAAT AC AATTCTT AT AAAAAACTAATCCACCTT 

FFrS0LLFSFtLTtFFO-LE 
FSfHSCYFLLS'O YFLCSwX. 
FHFTAVI FFYLNM t F C L A C S - 

ctaaaaactatcaaataagacaagccctacactcacgtaacttagcttattcacattcat 

1201 1260 

ca mi ic atactttattctcttccccatctcactccattcaatccaataactctaacta 

VXS!X'£XR *TEVT - L [ H I H * 
' XVSNXRSARLR * LSLFTF I 
KXrOtSEALOCCNLAYSMS ' - 

ACATCCACCTTCATATATCCAATACCATCATAACCAAACACCACTCATCCC l t . I AAAAA 

1 2 S 1 1)20 

TCT ACCTGC AACT ATAT ACCTT ATCCT ACT ATTC CTTTCTCCTC ACT ACCC AAAATTTTT 

RSTrtYPtRC'CMSSHPF'X 
ORPSYEQYOOXETAV [ R F X - 
tOLHISNTM I RX0OS SVLK E - 

TACTCCTATCACC ACT AAATTTTT AC ACTCAACAAATCCACCCC AAA TCTTAATC AAAAA 

1321 U30 

ATCACCATACTCCTCATTTAAAAATCTCACTTCTTTACCTCCCCTTTACAATTACTTTTT 

- CYC0*rPftVXXWSRNLN0X 
SArtRTXfLESRtfCAE I L E X K • 
VLCCLNF*S0EM£?XS *SXR- 

CAATTCCCTCCATATTCCAAAACAATCCAACTCTAAATCTTTCCTTAATAACTATTACCa 

13 3 1 u ;o 

CTTAACCCACCTATAACCTTTTCTTACCTTCaCATTTACAAACCAATTATTCATAATCCT 

EL3SrCKREEL*[FR*'VLP - v 
NCV^tA/. ESN SXSFVtJXYYO 
tASILOXNRTLNLSL I > t T N • 

ATC7TCArr*ArrCAACACA7TCACCACCCA>rTCCACACAACATCATTAAACAAATAAA 

• 4 4l t^CO 

TACAACTA-ACTA^CTTCTCTAACTCCTCCCTTCACCTCTCTTCTACTAA l 11C1I I ATTT 

CLlOCRO-RCNCTEOii'RNX 
SCt:££!OEATA0xr I X e : ■* • 
LDC : . XRLTROLHHR S t. .< K ' 5* 

CTAA L I I I l ATTAATTACACAATAAACTAAATTACTAATATACACATCACCCATCrTCAA 

1501 ISdO 

C ATTC AAAAT ^ATTAATCTCTTATTTC ATTT AATC ATTAT ATC TCT A CTCCCT AC AACTT 

V T r ■ N " R £ * ITS ( Z I SOLO 

• LLLtRE'TKLLI ' R S A [ F * 
NFY'LENXLN Y ' Y R O- O 3 S S t* 

TTC ACCAAAT AAAACCTC AACT AAACTT A C A C AAT AAAAAAT A C AAA C CTTCCTC AAAAT 

t>6l 1620 

AACTCCTTT ATTTTCC AC TTC A TTTC AATCTCTT ATTTTTTATCTTTCCAACCACTTTTA 

LTX*:<LN*S'TlXN Tr/L CON 
CRNXSCTXVRO'X OTv-VKt- 
OEt .xAELKLONXJCYK PWSKY- 

ATTCACC AACCAAAAC AACAC C ACTTACC AAAAC AAAAAAT AACCC AAT.^AATAAAATC A 

IS2I - lo3G 

TAACTCCTTCCTTTTCTTCTCCTC AATCCTTTTCTTT TTT ATT C.XCTT ATTT ATT TT ACT 

t E E C X E 0 0 L A K E X I R 0 • ; a C 
L R X £ :< X T S ' 0 * * K - C N X ' N E 

ccr*R*? v sxr:<n:<a i v k h s • 
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Figur 35 (Fortsetzung) 



ctacacaactcaacaaataaaacattta i ri - i i 1 1 caatajktttattcaaaacacggctt 
isai i ? «o 

CATCTC7TCAC . il> > 1 A 1 1 I . CTAAATAAAAAAACTTATTAAATAA C 111* CTCCCCAA 

VO-<Ca?'KRrtFFNNLLKRCV 
r.^SEEIXOLFFSr rtCKECF- 
TiVKK * K rrF FQ • F I EKRCF- 

T'TCCCC >" !'""' "'"CCCC I'TTTGCCC 
I • « t 

AACCCCAAAACCCCAAAACCCC 

L C • w c F C 
w C * C v L C 
C v C F w 
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Figur 36 
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Figur 37 
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Figur 38 
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Figur 39 
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Figur 41 
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Figur 42 

I aactcatna actactaarc taatcaacaa gactgataaa aagcagiaaa taaaacccaa 
61 tagamaac oag3aagta tcaattgaaa aatggaaact gaaaacaact aagcacaaia 
121 gccaaaagcc gaaaaartgt ggtgggaact [gaartagag atgcaagaaa accaaaatga 
131 taiataagn agggrtaaga ngacgaccc taagcaatat ctcgtgaacg tcactgcagc 
24 1 acgtugag taggaaggta guaciacta agataaagat gaaagaagat atatcatcac 
301 taaagcacn cngaggtgg ctgagtctga tcctgagnc atctgctagl tggcagtcta 
361 catccgtaat gaactttaca ccagaactac cactaactac angtagcat tttgtgttgt 
421 ccacaagaat actcaaccat tcatcgaaaa gtacttcaac aaagcagtac rtttgcctaa 
481 tgacnactg gaagtctgtg aarngcata ggttctctat atrrttgatg caactgaari 
54 1 caaaaarng tatcttgaia ggatacruc ataagatatt cgtaaggaac tcacmccg 
60 1 raagigma caaagatgcg tcagaagcaa gttnctgaa rtcaacgaat actaacngg 
661 raagiartgc actgaatca aacgiaagaa aacaatgttc cgnacctct cagrtaccaa . 
72 1 caagtaaaag tgggattaaa ctaagaagaa gagaaaagag aatctcrtaa ccaaactrta 
781 ggcaataaag gaatctgaag ataagiccaa gagagaaact ggagacataa tgaacguga 
84 1 agatgcaacc aaggctnaa aaccagcagt tatgaagaaa alagccaaga gatagaatgc 
901 caigaagaaa cacatgaagg cacctaaaat tcctaactct accaggaat caaagtacn 
961 gaccncaag gatctcatta agrtctgcca tatnctgag cctaaagaaa gagtctataa 
1021 gatccttggt aaaaaatacc ctaagaccga agaggaatac aaagcagcct ttggtgattc 
1081 tgcatctgca cccttcaatc ctgaanggc tggaaagcgt atgaagang aaatctctaa 
1141 aacatgggaa aatgaactca gtgcaaaagg caacactgct gaggtttggg ataarttaat 
1201 ttcaagcaat taactcccac atatggccat gttacgiaac ttgtctaaca icttaaaagc 
1261 cggtgrnca gatactacac accctangi gatcaacaag atngtgagc ccaaggccgt 
1321 tgagaactcc aagatgncc ctcttcaatt cmagtgcc atigaagctg ctaatgaagc 
1381 agrtactaag ggattcaagg ccaagaagag agaaaatatg aatctiaaag gtcaaatcga 
1441 agcagtaaag gaagngttg aaaaaaccga tgaagagaag aaagatatgg agttggagia 
1501 aaccgaagaa ggagaarng ctaaagtcaa cgaaggaact ggcaagcaat acaciaactc 
1561 cacigaactt gcaatcaaga tagcagnaa caagaatua gacgaaatca- aaggacacac 
1621 tgcaatcctc tctgatgm ctgguctat gagtacctca atgtcaggtg gagccaagaa 
1681 gtarggucc gncgiacci gtcicgagig tgcanagtc cnggmga tggtaaaaia 
1741 acgngtgaa aagtcctcat taacaicti cagncacci agrtacaat gcaataagig 
1301 ttacnagaa gngatctcc ctggagacga actccgicct tctatgiaaa aactrttgca 
1861 agagaaagga aaacnggcg gtggtactga mcccctac gagtgcattg atgaatggac 
192! aaagaataaa actcacgcag acaatatcgt tamtgtct gatatgatga ngcagaagg 
1981 atancagat atcaatgna gaggcagnc cartgrtaac agcaccaaaa agtacaagga 
204 1 cgaagtaaat cciaacatta aaatcrttgc agttgactta gaaggnacg gaaagtgcct 
2101 taacctaggi gatgagnca atgaaaacaa ctacatcaag atattcggta tgagcganc 
2161 aatcrtaaag ncarttcag ccaagcaagg aggagcaaat atggtcgaag tiatcaaaaa 
2221 crugcccn caaaaaatag gacaaaagcg agmcrtga gattcttcta taacaaaaac 
2281 ctcaccccac rrmtgtn lattgcatag ccanatgaa amaaana natctatn 
2341 amaagna cnacatagt natgtatcg cagictana gcciancaa atgancigc 
2401 aaagaacaaa aaaganaaa a 
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Figur 43 

MEIENTs'QAQQPKAEKLWWELELEMQENQNDIQVRVKJDDPKQYL 

VNVTAACLLQEGSYYQDKDERJIYIITK^LLEVAESDPEFICQLAVYTRNELYIRTTTN 

YIVAFCWHKNTQPFIEKYFMKAVLLPNDLLEVCEFAQVLYIFDATEFKNLYLDRILS 

QDIRK£LTFRKCLQRCVRSKfSEFNEYQLGKYCTESQRKKT^RYLS\rmKQKWDQTK 

KJ<JIK£NTLTK1QAIK£SED:<SKJ^TGDIN^ 

APKJPNSTLESKYLTFKDLIiCFCHISEPKJERVYKJLGfCKYPKTEEEYKAAFGDSASAP 

FNPELAGKJL^E!SKT\VEMELSAKGNTAEV\VT)^ISSNQLPYMAMLRNLShm.KAGV 

SDTTHSfVINKJCEPKAVENSKMFPtQFFSAIEAVNEAVTK^ 

AVK£\A^KTDEEKKDMELEQTEEGEFVKVNEGIGKQYrNSlELAJKiAVNKNLDErKG 

HTAJFSDVSGSMSTSMSGGAKXYGSVRTCLECALVLGL.MVKQRCEKSSFYTFSSPSSQ 

CNKCYLEVT5LPGDELRPSMQKLLQEKGKLGGGTDFPYECIDEV/TKKECTHVDNTV"ILSD 

^fMtAEGYSDr^^VRGSSIVNSI[CKYKJDE^^PNIKJFAVDLEGYGKCL^a-GDEFNE^^^^»^ 

KJFGMSDSILfCFISAKQGGANMVEVlKNFALQKJGQK 



CH 689 672 A9 



Figur 44 

I tcaatactat Laartaataa aLaaaaaaaa gcaaactaca aagaaaatgt caaggcgtaa 
6 1 ctaaaaaaag ccataggctc ctataggcaa tgaaacaaat cngarmg tattacaaaa 
1 2 1 tctagaagn lacaaaagcc agangagca rataagacc tagtagtaat agatcaaaga 
I S I ggaggarctc aagcuoaa agncaaaaa oaaganag gatggaaact ctggcaacga 
24 1 tgatgatgac gaagaaaaca actcaaacaa ataataagaa ttattaagga gagtcaatta 
301 ganaagtag caagmaat tgataaaaaa aguggttct aaggtagaga aagamgaa 
361 trtgaacgaa gatgaaaaca aaaagaatgg acmctgaa tagcaagtga aagaagagta 
-21 attaagaacg attactgaag aataggnaa gtanaaaat tiagtattta acatggacta 
431 ccagnagac naaatgaga gtggtggcca lagaagacac agaagagaaa caganatga 
54 1 tactgaaaaa cggrngaaa tatctcatga ccaaaaaaat tatgtatcaa tttacgccaa 
60 1 ctaaaagaca tcatangn ggtggcnaa agartamt aataaaaaca attatgatca 
661 tcttaatgta agcauaaca gactagaaac tgaagccgaa rtctatgcct ngatgatn 
721 ttcacaaaca atcaaactta ctaataartc nactagacl.gttaacatag acgttaatn 
731 tgataataal ctctgiatac tcgcangct tagarrma ttatcactag aaagattcaa 

84 1 tarmgaat ataagatcn caatacaag aaartaatat aartttgaga aaattggtga \ 

90 1 gctacngaa aciatcncg cagngtcu tictcatcgc cacttacaag gcattcam 

96 1 acaagncct tgcgaagcgt tctaatam agnaactcc tcatcataaa rtagcgttaa 
1021 agatagctaa rtaLaggxat acicmcic tacagacna aaattagttg acac:aacaa 
1081 agiccaagat lamtaagi tcnataaga anccctcgt ngactcatg taagcLagta 
1141 ggctatccca grtagtgcta ctaacgctgt agagaacctc aatgttttac ttaaaaaggt 
1201 caagcatgct aatcnaan tagmctat ccctacctaa ncaartttg arttctacrt 
1261 tgttaama taacamga aanagagn tggattagaa ccaaatatn tgacaaaaca 
1321 aaagcngaa aatciacru tgagtataaa ataatcaaaa aatctlaaat tttiaagan 
1331 aaacmtac acctacgng cnaagaaac ctccagaaaa cagatattaa aacaagctac 
144 1 aacaatcaaa aatctcaaaa acaataaaaa tcaagaagaa actcctgaaa ctaaagatga 
1 50 1 aactccaagc gaaagcacaa gtggtatgaa arrrmgat catctttctg aanaaccga 
1561 gcngaagat ncagcgna acttgtaagc tacccaagaa acuatgata gcngcacaa 
1621 acrmgart agatcaacaa amaaagaa gucaaana agttacaaat atgaaatgga 
1631 aaagagtaaa atggatacat tcatagatct taagaatart tatgaaacct taaacaatct 
i74| taaaagatgc ictguaata tatcaaaicc tcatggaaac amcrtatg aactgacaaa 
1301 taaaganct acmnata aarnaagct gaccnaaac laagaanat aacacgctaa 
I S6 1 gcaiacrm aagtagaacg aatmaan taataacgtt aaaagtgcaa aaangaatc 
1921 nccfcaha gaaagcnag a3gatanga tagtctngc aaatctang cncngtaa 
1981 aaamacaa aatgnaata natcgccag rngctctai cccaacaata rn«igaaaaa 
204 1 tcctncaat aagcccaatc nctamn caagcaarn gaataanga aaaatttgga 
2101 aaatgtatct atcaactgta ncngatca gcatatacn aanctacn cagaancn 
2161 agaaaagaat aaaaaaataa aagcancat cttgaaaaga tana mat lacaaiatta 
2221 tcnganat actaaartat naaaacact tcaatagna cctgaartaa anaagma 
2281 canaattag caaciagaag aangactgi gagtgaagta cataagtaag tatgggaaaa 
234 I ccacaagcaa aaagcmct atgaaccan atgtgagtn atcaaagaat catcctaaac 
2401 ccmagcta ataganng accaaaacac tgtaagigat gactctaaa aaaagarrtt 
2461 agaatctata tctgagtcta agtatcatca ttatrtgaga ngaacccta gttaatctag 
2521 cagmaan aaatctgaaa acgaagaaat ttaagaacn cicaaagctt gcgacgaaaa 
2581 aggtgrma giaaaagcat actataaan ccctctatgt ttaccaactg gtacnana 
2641 cganacaal tcagatagat ggtganaat taaatanag maaataaa tanaaatat 
2701 tgaatarrtc mgcnan amgaataa tacatacaai agtcaitm agigrmga 
2761 atatatma gnam?at tcanarn aagtaaaiaa natrmca alcanna 
2321 aaaaaaicg 
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Figur 45 

MSFUWQKKPQAPIGNETNLDFVLQNLEVYKSQIEHYKTQQQQIK 

EEDLKLLKFiCNQDQDCNSGNDDDDEENNSNKQQELLRRVNQIKQQVQLIKKVGSKVEK 

DLNXNEDENKJGVGLSEQQVK£EQLRT17EEQVKYQNLVFNN^YQLDLNESGGHRJU4RP- 

-ETDYDTCKV^EISKDQK^YVSIYANQKTSYCWWLK^YFNKjMWDHLhA/SrNRLETE^ 

FYAFDDFSQTIK1TNNSYQTVNIDWFDNNLCILALLRFLLSLERFN1LMRSSYTRN 

QYNFEKJGELLETIFAVVFSHRHLQGIKLQVPCEAFQYLVNSSSQISVKDSQLQVYSF 

STDLKLVDTNKVQDYFKFLQEFPRLTHVSQQAIPVSATNAVE^^^^V^.LKKVKHANLNL 

VSIPTQFNFDFYFVNLQHLiaEFGLEPNILTKQKLENLLLSiKQSKhfLKFLRLNFYTY 

VAQETSRXQ1LKQATT1KNLKWKNQEETPETKDETPSESTSGMKFFDHLSELTELED 

FSVT^LQATQEIYDSLHKLLIRSTNLKJ^KI-SYKYEM 

RCSWISNPHGNISYELTNKDSTFYKFKXTLNQELQHAKYTFKQNEFQFNNVKSAKJE 

SSSLESLEDIDSLCKSIASCKNLQNVNIIASLLYPNN1QKNPFNKPNLLFFKQFEQLK 

NLE^A/SrNCILDQWLNStSEFLEKNiCXIK^FILlCRYYLLQYYLDYT^aFKTLQQLPE 

LNQVYrNQQLEELTVSEVKKQV\A^NKKQKAFYEPLCEFIK£SSQTLQLlDFDQNTVSD 

DSIKKJLESISESKYHHYLRLN'PSQSSSLIKSENEEIQELLKACDEICCVLVKAYYKFP 

LCLPTGTYYDYNSDRW 
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Figur 46 



MKJLFEFIQDKLDIDLQTNSTYKENLKCGHFNGLDEILTTCF AL 
PNSRKlALPCLPGDLSHK.AViDHCIIYLLTGELYKMVLTFGYKJAfWEDVNNSLFCHS 

ANVhTVTLLKGAAWl^FHSLVGTYAFVDLLINYTVIQFNGQFFTQIVGNRCNEPHLPPK 

WVQRSSSSSATAAQIKQLTEPVTNKQFLHKLNINSSSFFPYSKILPSSSSIKXLTDLR 

EAIFPTNLVIGPQRLKVRJNLTUJKLLKRHKRLNYVSILNSICPPLEGTVLDLSHLSR 

QSPK£RVLKFI1V1LQKXLPQEMFGSKJGNKGKJIKNLNLLLSLPLNGYLPFDSLLKJ<L 

RLKJDFRV/LFISDIWFTKiWFENLNQLAlCFISWLFRQLIPKIIQTFFYCTElSSTVTl 

VYFRiiDTVV^LITPFIVEYFKTYLVEWVCRNHNSYTLSNFNHSKMRIIPKKSNNEFR 

IIAIPCRGADEEEFTIYKENHKNAIQPTQKJLEYLRNKRPTSFTXIYSPTQIADRIICE 

FKQRLLKKFNNVLPELYFMKFDVKSCYDSIPRMECMRILKDALKNENGFFVRSQYFFN 

TNTGVLKJ-FhnmiASRVPiO'YELYID^RTVHLSNQDVrNVVEMEIFKTALWVEDKCY 

IREDGLFQGSSLSAPtVDLVYDDLLEFYSEFKASPSQDTLILKLADDFLIISTDQQQV 

INlKKLAMGGFQKYNAKANRDKiLAVSSQSDDDTVlQFCAMHIFVKELEVWKHSSTMN 

NFHIRSKSSKGIFRSUALFNTRISYKTIDTNLNSTNTVLMQipHVVKNISECYKSAF 

KDLSfNVTQNMQFHSr LQRItEMTVSGCPITKCDPLIEYEVRFTILNGFLESLSSNTS 

KFKJDNMILLRKElQHLQAYiYIYIHIVN 
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Figur 47 



Oxytricha LCVSYILSSFYYANLEENALQFLRKESMDPEKPETNLLMRLT 
Euplotes LCVSSILSSFYYATLEESSLCFLRDESiVfNPENPNVNLLMRJLT 
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Figur 48 



ATTTAT^CTCATGAAAATCTTATTCGAGTTCATTCAAGACAAGCTTGACATTGATCTACA 

GACCAACAG7ACTTACAAAGAAAATTTAAAATGTGGTCACTTCAATG 
TCTAACTACGTGTTTCGCACTACCAAATTCAAGAAAAATAGCATTACCATGCCTTCCTGG 
TGACTTAAGCCACAAAGCAGTCATTGATCACTGCATCATTTACCTGTTGACGGGCGAATT 
ATACAA C? IVCGTACTAACATTTGGCTATAAAATAGCTAGAAATGAAGATGTCAACAATAG 
TCTTTTTTGCCATTCTGCAAATGTTAACGTTACGTTACTGAAAGGCGCTGCTTGGAAAAT 
GTTCCACAGTTTGGTCGGTACATACGCATTCGTTGATTTATTGATCAATTATACAGTAAT 
— — — ts a TrrTrrrTA zr'hCZhTClTAACGAALL.l LAI v_ I 



GCCGCCCAAATGGGTCCAACGATCATCCTCATCATCCGC^CTGCTGCOL^i^^ 

ACTTACAGAACCAGTGACAAATAAACAATTCTTACACAAGCTCAATATAAATT 
TTTTTTTCCTTATAGCAAGATCCTTCCTTCATCATCATCrATCAAAAAGCTAACTGACTT 

gIgIgII^tI^ 

TAATTTGACGCTGCAAAAGCTATTAAAGAGACATAAGCGTTTGAATTACGTTTCTATTTT 

gaa™?atttgcccaccattggaagggaccgtattggacttgtcgcatttgag^ 

at^ISggaacgagtcttgaaatttatcattgttatttta^ 

agaaatgtttggctcaaagaaaaataaaggaaa^ 

aagtttacccttaaatggctatttaccatttgatagtttgttgaaa^gt^gatta^ 

GGATTTTCGGTGGTTGTTCATTTCTGATATT^ 

GAATCAA^GGCGATTTGTTTCATTTCCTGGCTATTTAGACAACTAATTCCCAAAATTAT 

AC^GA^??T?TACTGCACCGAAATATCTTCTACAGTGAC^ 
TrATACTTGGAATAAACTTATCACCCCTTTTATCGTAGAATATTTTAAGACGTACTTAGT 

St^g^Saccaaaa^ 

AGGGGCAGACGAAGAAGAATTCACAATTTATAAGGAGAATCACAAAAJ^ 

CACTCAAAAAATTTTAGAATACCTAAGAAAC^^GGCCGACTAGT^^ 

TTCTCCAACGCAAATAGCTGACCGTATCAAAGAATTTAAGCAGAGACTTTTAAAGAAATT 

TA^TAAT^TCTT^CCAGAGCTTTATTTCATGAAAT^ 

CATACCAAGGATGGAATGTATGAGGATACTCAAGGATGCGCTAAAAAATGAAAATGGGTT 
TTTCGTTAGATCTCAATATTTCTTCAATACCAATACAGGTGTATTGAAGTTATT^ 

tStScgc^agagtaccaaaaccttatgagctatacata^^ 

TCATTTATCAAATCAGGATGTTATAAACGTTGTAGAGATGGAAATATTTAAj^CAGCTTT 
1Z_ i ii2i . ?~V~ » *~rr.r-r it ^ * ttj « &r.s ar. ATGGTCTTTTTCAGGGCTCTAGTTTATC 




TGCGAAAGCCAATA^AGACAAAATTTTAGCCGTAAGCTCCCAATCAGATGATGATACGGT 
TA^C^AT^TCTGCAATGCACATATTTGTTAAAGAATTCGAAGTTTG^ 



"^^^^SctSataaaacaattgacacaaatttamttcaa 
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Figui 49 

AKFLHWXMSVYVVELLRSFFYVTETTFQKjNRLFFYRXSVWSKLQSIGIRQHLKR 

vqlrdvseaevrqhrearpalltsrlrfipkpdglrpivnmdyvvgartfrrekr 
aerltsrvkalfsvlnyera 
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Figur 50 



OCCA.^GTTCCTOCaCTGGCTGATGAGTGTGTACGTCGTCGAGCTGCTCA^<T^C 
TTTCTTTTATGTCACGGAGACCACGmCAAAAG^CAGGCTCT^ 

?^SS^COAOCOTCTCACCTOJAGCGTOAAGOCAaGTrOM3C 

GTGCTCAACTACOAGCGGGCGCG 
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Figur 51 

MTEHHTPKSRJLRfLENQYVYLCTLNDYVQLVLRGSPASSYSNICERLRSDVQTSFSIFLHSTVVGF 
DSKPDEGVQFSSPKCSQSELIANVVKQMFDESFERRRNLLMKGFSMNHEDFR.^MHVNCVQNDLV 
STFPNYLISILESKNWQLLLEIIGSDAMHYLLSKGSIFEALPNDNYLQISGIPLFKNNVFEETVSKKRX 
RTIETSITQNKSARiCEVSWNSISISRFSIFYRSSYKKFKQDLYFNL^ 

LfNAFQVKQLHKVIPLVSQSTVVPKRLLKVYPLFEQTAKJU-HRJSLSKVYNHYCPYIDTHDDEKILS 

YSLKPNQVFAFLRSILVRVFPKLIWGNQRJFEIILKDLETFLKLSRYESFSLHYLMSNIKISEIEWLVL 

GKRSNAiCMCLSDFEKJlKQlFAEFIYWLYNSFIIPIL^^ 

SMKMEAFEKINEMWRMDTQKTTLPPAVIRLLPKK^ 

LRPVASILKJ^LfNEESSG!PFNLEVYMKLLTFKJ<DLLKJH 

IVKKKLKDPEFVIRKYATIHATSDRATKNFVSEAFSYFDMVPFEKWQLLSMKTSDTLFVDFVDY 
\VTKSSSEIFKMLKEHLSGHIVKIGNSQYLQKVGIPQGSILSSFLCHFYMEDLIDEYLSFTKKKGSVL 
LRVVDDFLFITV>/KXDAKj<JLNLSLRGFEKJWFSTSLEKTVINre 

FSVNMRSLDTLLACPKIDEALFNSTSVELTIOiMGKSFFYKILRSSLASFAQVFfDITHNSKFNSCCNI 

YRLGYSMCMRAQAYLKJIMKDIFIPQRJ^FITDLLNVIGRKIWKKLAEILGYTSRRFLSSAEVKWLFC 

LGMRDGLKPSFKYHPCFEQLIYOFQSLTDLIKPLRPVLRQVLFLHRRJAD 
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Figur 52 

ggtaccgamacmccrncncataagctaattgcncctcgaacgcEccLaaa^^ 

cgttanagtgatcgataatarncutTraicggtcguaccaagtacaag 

ggncgcnacmaaicgiggtacigrmagcigaacnctagcca^ccgcgt^ 

ctgatgagactaunagancatucagEccgtgcatancraacatggagcctxacac^ 

aaaaggngataanamgcaaaatcatgtccitagtggtggt^^ 

ciccrnaacgcggrniacmxcttrmctanctcatgngnccaaatatgta^^ 

aataatccaaanagmcgcrtaEaangatagtagiagaaaganggtganctactcgtgiaat^ 

aaaatcctataanaiaaauruarcaatacngcggtcactatmritaaaacgnatgatcagt^^ 

GACCGAACACCATACCCCCAAAAGCAGGATTCTTCGCTTTCTAGAGAATCAATATGTATACCTATGTA 
CCTTAAATGATTATGTACAACTT&TTTTGAGAGGGTCGCCGGCAAGCTCGTATAGCAATATATGCGAA 
CGCTTGAGAAGCGATGTACAAACGTCCTTTTCTA I NIIC1 ICATTCGACTGTAGTCCGCTTCGACACT 
AAGCCAGATGAAGGTGTTCAA I I MC ri'CTCCAAAATGCTCACAGTCAGAGgtatatatamngmtgamrmcuttcg 
ggatagciaatatatgggcagCTAATAGCGAATGTTGTAAAACAGATGTTCGATGAAAGTTTTGAGCGTCGAAGGA 
ATCTACTGATGAAAGGGTTTTCCATGgtaaggtancraangtga^^ 

TCATCAAGATTTTCGAGCCATGCATGTAAACGGAGTACAAAATGATCTCGTTTCTACTTTTCCT/i ATTA 

CCTTATATCTATACTTGAGTCAAAAAATTGGCAACTTTTGTTAGAAATgtaa^accg gnaagatg ngcgcacmgaaca 

agactgacaagtaiagTATCGGCAGTGATGCCATGCATTACTTATTATCCAAAGGAAGTATTTTTGAGGCTCTTe 

CAAATGACAATTACCTTCAGATTTCTGGCATACCACTTTTTAAAAATAATGTGTTTG 

CAAAAAAAAGAAAGCGAACCATTGAAACATCCATTACTCAAAATAAAAGCGCCCGCAAAGAAGTTTC 

CTGGAATAGCATTTCAATTAGTAGGTTTAGCATTTTTTACAGGTCATCC^ 

aactaatactgnatccncaiaactaatrTUgATCTATATTTTAACTTACACTCTATT^ 

TGGCTTCAATGGATTTTTCCAAGGCAATTTGGACTTATAAACGCATTTCAAGTGAAGCAATT 

AGTGATTCCACTGGTATCACAGAGTACAGTTGTGCCCAAACGTCTCCTAAAGGTATACCCTTTAATTGA 

ACAAACAGCAAAGCGACTCCATCGTATTTCTCTATCAAAAGTTTACAACCATTATTGCCCATATATTGA 

CACCCACGATGATGAAAAAATCCTTAGTTATTCCTTAAAGCCGAACCAGGTGTTTGCGTTTCTTCGATC 

CATTCTTGTTCGaGTGTTTCCTAAATTAATCT^ 

tangtataaaamanaccacEaacgaimaccagACCT^ 

ATTATTTAATGAGTAACATAAAGgtaataigccaaatmrnaccanaanaacaatcagATTTCAGAAATTGA 
CCTTGGAAAAAGGTCAAATGCGAAAATGTGCTTAAGTGATTTTGAGA AACGCAAG CAAATATTTGCGG 
AATTCATCTACTGGCTATACAATTCGTTTATAATACCTATTTTACAATCI IN 1 I 1 1 ATATCACTCAATC 
AAGTGATTTACCAAATCGAACTGTTTATTTT^ 

TACATCAATGAAAATGGAAGCGTTTGAAAAAATAAACGAGgtannaaagcanrotgcaaaaagctaatacTncagAACAA 

TGTTAGGATGGATACTCAGAAAACTACTTTGCCTCCAGCAGTTATTCGTCTATTACCTAAGAAGAATAC 

CTTTCGTCTCATTACGAATTTAAGAAAAAGA 1 I L. l i AATAAAGgianaanmggtcaicaaigtactnacnciaatctatianag 

cagATGGGTTCAAACAAAAAAATGTTAGTCAGTACGAACCAAACTTTACGACCTGTGGCATCGATACTG 

AAACATTTAATCAATGAAGAAAGTAGTGGTATTCCATTTAACTTGGAGGTTTACATGAAGCTTCTTACT 

TTTAAGAAGGATCTTCTTAAGCACCGAATGTTTGGguattataiaatgcgcgancctcaciactaatrngca 

TATTTTGTACGGATAGATATAAAATCCTGTTATGATCGAATAAAGCAAGATTTGATGTTTCGGATTGTT 

AAAAAGAAACTCAAGGATCCCGAATTTGTAATTCGAAAGTATGCAACCATACATGCAACAAGTGACCG 

AGCTACAAAAAACTTTGTTAGTGAGGCGTTTTCCTATTgtaagmatTrmca 

GGTGCCTTTTGAAAAAGTCGTGCAGTTACTTTCTATGAAAACATCAGATACTTTGTTTGTTG 

GGATTATTGGACCAAAAGTTCTTCTGAAATTTTTAAAATGCTCAAGGAACATCTCTCTGGACACAT^ 

TAAGgtataccaangngaangtaaiaacactaatgaaactagATAGGAAATTCTCAATACCTTCAAAAAGTTGGTATCCCTC 

AGGGCTCAATTCTGTCATCTTTTTTGTGTCATTTCTATATGGAAGAT^ 

TACGAAAAAGAAAGGATCAGTGTTGTTACGAGTAGTCGACGATTTCCTCTTTATAACAGTTAATAAAA 

AGGATGCAAAAAAATnTTGAATTTATCTTTAAGAGgtgag ngctgi cancctaagnctaaccgng 
ACACAATTTTTCTACGAGCCTGGAGAAAACAGTAATAAACTTTGAAAATAGTAATGGGATAATAAACA 

ATaCTTTTTTTAATGAAAGCAAGAAAAGAATGCCATTCTTC^ 

ATACATTGTTAGCATGTCCTAAAATTGaTGAAGCCTTATTTAACTCTACATCTGTaGAGCTGaCGAAAC 
ATATGGGGAAAT CM U1M i ACAAAATTCTAAGgtatactgtgtaactgaataatagctgacaaacaatcagATCGAGCCTTGC 
ATCCTTTGCACAAGTATTTATTG AC ATTA CCC AC A ATTCA A A ATTC A ATTCTTGCTGC A AT ATATATAG 

gctaggatactctatgtgtatgagagcacaagcatacttaaaaagg atga aggatatatttattcccc 

AAAGAATGTTCATAACGGgigagtacnannaaciagaaaagtcanaaitaaccttagATCl I l i G AATGTTATTGG A AGA AAA 

atttggaaaaagttggccgaaatattaggatatacgagtaggcgtttcttgtcctctgcagaagtcaa 
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Figur 52 (Fortsetzung) 
ATGgtacgtgtcggtctcgagacttcagcaatartgacacat^^^ 

TCAAATATCATCCaTGCTTCGAACAGCTAATATACCAATTTCACTCATTCaCTGaTCTTATCAAGCCGC 

TAAGACCAGTTTTGCGACAGGTGTTATTTTTACATAGAAGAATAGCTGAT^ 

tattactggtgtcnaaacaaunanactaagtaugctga 

atccrutactmaagaaagangacagtggngctgactactgccca^ 

aataaggaaagtggnnctataaigaataatgcccgcaciaaigcaaaaagacg^^ 

acccagtgngugaagaaagcaaggataamggaacaagcnctgcagatgacaggc^ 

gccngcuctgagacgaaaagaaaccaaggatagmgaatactaatagctcam^ 

gcgnaagccatungganccgaaaugccaaamcnggncctcaaag 

gaatcticcaccgatgaggaaaiggatagcnatcagctgcigaggagaagccmtrra^ 

gagtatciccagcggacccngaigtcaataacnctamctgaaa^ 
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Figur 53 



ES72 pep 
Evjpiotes pep 
Trans von tetrahymen, 

"Consensus" 

EST 2 pep 

HXiploces pep 

Trans von tetrahymen, 

"Consensus" 

EST 2 pep 

EXiploces pep 

Trans von tetrahymen. 

"Consensus" 

EST2 pep 

EXrpLoces pep 

Trans von tecrahymen, 

"Consensus" 



ffyctsisst vrrvYTKHOT viN klit r five 

-^/VTZQQKS Y^KTYYYrLKN IWDVT - .MXKS T.AD UC< -* I ^~-J^~ 

11 KKKE CSQI5VY*XP IWKLVSKLT2 VKVRIQFSEK NKQMK»r .Q 

•FY.Ti. .K. .S..YYYRX. IW...-3CL ---F..X V. . 



NVCKNHNSY T 

:<eveewkxsl --cfa: 

:<IQL££ENL£ KVEEXLIPED SFQKY 
F 

ADEE3FTIYX EMHKMAIQ PpQXI LE^pJ 
IVN'SbRKTTK LTOTTXIA^fcHLM 

DKQKNIK LNLNQILMD^VgLV^ 

. . . . ! .K. .K LN.N. . L . .S^QL.L. 




fbMiKipcrc 



FRFI 



Htf>hc< 
ax 



QSfiMTF 



FlPTSFTKIYS FTQIAORi:<£ 

RKFK -CPFCFAVrN 

--ML-C -QXICYSVTp 

-..IG.-YT. 



FKQRLU^M NVL 

YD-DVMHK bfE EFVCKWKQVC 
N"<-QISSFA QFIZKWXNKG 

.KWX..G 



. . Me . . F . 




KfD VXSCYD 
ATMD ISKCYO 
L- 

T.T.D . . .CYD 



40 
50 



79 
78 
32 

100 



129 
120 

no 

150 



157 
155 
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186 



• 
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Figur 54 

S- 1 : FFY VTE TTP QKN RLF FYR KS V WSK 
S-2: ROH LKR VQL RDV SEA EVR QHR EA 
S-3: ART FRR EKR AER LTS RVK ALF SVL NYE 

A-l: AKF LHW LMS VYV VEL LRS FFY VTE TTF Q . 
A-2: LFF YRK SVW SKL QSI GJR QHL KRV QLR DVS 
A-3: PAL LTS RLR FTP KPD GLR PIV NMD YW 
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Fi^ur 55 



Vector 



Genomische DNA Insertion Vector 



A5 



62 mmm\ 



mum 



5325 bp sequenziert 
-2 kb Hind 111 Fragment 



\ kb 



tezl" 



RT Motive I 2 3(A) 4(B') 5(C) 6(D) 



^mn [w t »-5^8E : .-a Eli b m ltjii \m 



Introns 



2 p 



1 tONA 

3 4 5-2dcDNA 



6 7 8 9 10 11 





RT-PCR w/ M2-BU 
RT-PCR W/M2-B15 Ban deA 
RT-PCR W/M2-B15 Bande B 
RT-PCR w/ M2-B16 Bande C 
t I 



500 bp 
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Figur 56 

Poly 4 

tec 
t a a g c c teg 
5'- cag acc aaa gga act cca taa gg -3' 
QTKGIPQG 

4(B') 



5(C) 

D D Y L L I T 
3'- ctg ccg atg gag gag tag tgg -5' 

a a aaaaa a a 

c t t t 

c c 

Polv 1 
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Figur 57 




Motiv B" (4) 
QTKGIPQG 



Motiv C (5) 

DDYLLIT 
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Figur 58 

PCR-Produkt M2 zeigte gute Ubereinstimmung mit anderen 

Telomerase Proteinen 



Ea_pl23 

Sp_M2 

Sc_pl03 



I/CVSYILSSFYYANI»EENAIiQFIiRKESMDPEKPETNLLMRLT 
KGIPQGLCVSSILSSFYYATLEESSLGFIiRDESMNPENPNVNLLMRLTDDYLLIT 

SILSSFLCHFYMEDLIDEYLSFTKKK GSVLLRW 

EK3LFQGSSLSAPIVDLVYDDLLEFYSEFKASPS QDTLI'LKLADDFL 1 1 S 



QKVGIPQG 
;aa aaa gcc ggc acc ccc cag gg . 



< tatsachliche genomische Sequenz 



ccc 
ca a g c c ccg 
cag acc aaa gga acc cca caa gg > 



ag 



acc cca 


cca 


ggC 


TCA 


ATT 


CTG 


TCA 


TCT 


TTT 


TTG 


TCT 


CAT 


TTC 


TAT 


ATG 


caa ggc 


age 


ccG 


AGT 


TAA 


GAC 


AGT 


AGA 


AAA 


AAC 


ACA 


CTA 


AAG 


ATA 


TAC 


- p 


5 


G 


S 


I 


L 


S 


S 


F 


L 


C 


H 


F 


V 


M 



GAA GAT TTG ATT GAT 
CTT CTA AAC TAA CTA 

E D L I D 



GAA TAC CTA TCC TTT 
CTT ATG GAT AGC AAA 

E r L S F 



ACC AAA AAG AAA GGA 
TGC TTT TTC TTT CCT 

T K K K G 



TCA CTG TTG TTA CGA 
AGT CAC AAC AAT GCT 

S V L L R 



GTA CTC gac gac cac ccc ccc acc acc 

CAT CAG ccg ccg acg gag gag cag egg 

VVDDYLLIT 

< ccg ccg acg gag gag cag egg 

a a a a a a a a a 

c c c c 
c c 

gac gac ccc ccc ccc aca aca < tatsachliche genomische Sequenz 

D D F L F I T 
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Figur 59 



3' RT PCR Strategie 



mRNA 



I AJUUUUUUUSAAAAAAA - 
llllllii ' llllllX ■ 



l . Synlhese von cDNA mit Q T Primer. 

mRNA 



5' 
3' 



I AAAAAAAAAXAAAXAA . 
t lllllllllllllll ■ 



Or 



2. Erste Runde PCR mit auBerem Primer und Q 0 Primer 



3. Zweite Runde PCR mit innerem Primer und Q, Primer 



4. Sequenzierung der Produkte der zweiten Runde PCR mit innerem oder Q, Primer 



CH 689 672 A9 



Figur 60 



• Nach Grflfce ausgewahlte Banken von P. Nurese 
3 * 4 kb 
5-6kb 
7 - 8 kb 
11 - 12 kb 

Banken von JA Wise 
Sou 3a Partialverdau 
Hind III ! Partialverdau 



cDNA Banker. 



GAD (Gal AktivitatsdomSne) Bank 
REP Bank von R. Allshire 
REP81ES Bank (alt) 
REP81ES Bank(neu) 
REP41ES Bank 




-603 



Original PCR 
3" RT-PCR 




500 bp 



Mg Konz. 
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Figur 61 



A5 B2 




Hind III gespaltene positive genomische Clone 
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Figur 62 



5' RT PCR Strategie 



mRNA 



<JdA- 



I XAAAXAAXAAAAAAAA 



t . Synthese von cDNA mit spezifischem "stroma bwarts'-Primer. 

mRNA 



5* 
X 



2- Ligiere Oligo mit 5'-P und btockiertem 3' zu cDNA mit T4 RNA Ligase. 



3-Erste RundePCR 



Zweite Runde PCR 
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Figur 63 



z. . a . 



Ausrichtung von RT-Domanen von Telomerase-katalytischen 

Untereinheiten 



Motiv 0 

S D Tezlp (429). WLYNSFIIPILQSFFYITESSDLRNRTv'YFRXDIW ...(35) 

S c Est2p (365). WLFRQLIPKIIQTFFYCTEI5STVT-I\ r YFRHDTW ...(35) 

E^a. pl23" .(441). WIFEDLWSLIRCFFYVTEQQKSYSKTYYYRKNIW ...(35) 

Motiv 1 Motiv 2 K 

? hh h K hR h R 

S.o. Tezlp AVIRLLPKK--N T TFRLITN-L?.KRF ...(61)... 
S.c. Est2p S:<MRIIPKXSNNEFRIIAIPC?.GAD ...(62)... 
E.a. pl23 Gr.LRl I PKK- -TTFRPIMTFNKr*IV ...(61)... 

♦ WW* * * * 

Motiv 3 (A) AF 
h hDh GY h 
S.o. Tezlo KKY FVR I D I MSC YDR I KQDLMFE I VK ...(89)... 
S.c. £sc2o E1YFMKFDV?:SCYD5IPRMECMRILK ...(75)... 
E.a. p!23~ K1FF ATMD I EKC YD SVNREKLSTFLK ...(107)... 

V « * » » * 

Motiv 4(3') 

hPQG ?P hh h 
S.o. Tezlp YLQKVGIPQGSILS3FLCHFY74EDLIDEYLSF ...(6)... 
S.c. Esc2p YIREDGLFQGSSLSAPIVDLViDDLLEFYSEF ...(8)... 

D123 YKQTKGIPQGLCVSSILSSFV/ATLEESSLGF . . . (14) . . . 



Motiv 6 (D) 



Y Motiv 5 (C) 

r. " DDhhtv Gh h cl< h 

S.p. Tezlp VLIPWDDFLFITVNKKDAKKFL^^ .(205) 
S.c. Esc2p LILKlADDFLIISTDQQQVINIKKLAMGGFQKYT\ T AflAr*lRDKILAVSSQS .(173) 

oi23 lim?.ltddyllittqennavlfieklinvsrengf:<fnt«k;lqtsf?ls .(209) 



c . a 



Figur 64 
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B 
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. . • IIKTHI LB lltTOCQT "OB cfl«0*« A«^B •* 
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■ til«JtT<*JiB«T«taTi l *«»e«i-»«op« — 

■ ** t(Tf ll(fl («T leTHTf ..IllACtf 1 **■ 
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racXtlaa • . . . j > 

fl m m q *■( (N('Vti< 

• •....OITtt *-*■ T » itl C O 
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mUMwm i — 
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iIlMoMit ritli« f mixfti* — 
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1 i»«D4or I *n 



K.UOl 

w.tv** 

W.TV«# 

•w.TV** 

fe.t>o» 
w.rw<» 



ficrr 
• r v » 



a 1 »e «o* a - 



I liO|i«C«lflflloTf«l "A^fVHf !§«•••■ 
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»» f clri»ro iaJ* i IJio Tt- U • 

««Ma»4f'itMri4(T(f ' rclvioviaM « 

71* rJlttflMrJfCtltfMrTd c % * O* . 



* 

■ o< iflll (MOT 



•X3 I 



»ifltlL(«loa»l«»C(fli 

• TVMlJi«O0TI>v((MC)'«TALW*(OfJel 
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. . . .Bar* tg*c * • • t«r« t l t t««J* » 1 " 
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w.rv 
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«T(< 



«« » t. * t * < 

i«i4iircit'»l»«tiM- . 
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.O«»MC«»OlO..IJ»-"»H9 , «"* 0T-B 
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CI ITUTB(IT »^fJtCI»»«IB - ■' * - 

ClMlL »tlBHB«O«lfle'l'0V»B , <' " 

f.a*oioivirMifi 1 iiuu«louii '>D — 

. . .l»«T«U'«lHBI0rHoBOi«O»*»«'* 

to*--^|^.»»••«'^*^•••• T »'l , •f" , ' # ^t' , ' 

• •>ttT*ifMc«TiiTiir " 

i iMQ«#«.4oioi»*DM«Meeiie«»»l« •■' 
.MiiiiiMiMnif<i'Cflaifi.\«iiei«. 

<8«V«<t,»«»«»*'** 



fl«H»ll|.. l'<<l'8lU4>" « 



IH4«t«lOll 
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IK . . ■ r 1 t<«*m<«* («»re< i|<rf *■«••■ 
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Figur 6^ 

Disruptions-Strategie fur die vermuteten Telomerase-Gene. 



Wildtyp Telomerase Gen 



Wildtyp Telomerase Gen 



1 Transformiere mit linearem Fragment, das 
das Telomerase-Gen enthalt. unterbrochen 
durch einen LEU2 oder ura4 marker. 





M 









Telomerase Gen::M 
Wildtyp Telomerase Gen 



Wildtyp (X2) 




Wildtyp Telomerase Gen 



2. Assay in Selektivmedien 

3. Sporulation und ZCichten 
auf Selektivmedien 




Seneszenz? (X2) 

Oiese Zellen zeigen einen Seneszenzph&notyp, 
falls das unterbrochene Gen eine Telomeraseunter- 
einheit codiert.) 
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Fi°ur 66 



Ein Beispiel fur die Bestatigung der tez1 Disruption durch PGR 



1500 bp 



600 bp 
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Figur 67 

Tez1 -Disruption fuhrt zu zunehmender Verkurzung von 
Telomeren in S. pombe 



Heterozyaote diploid 
wt diploid 
wt haploid 



. c c 

C C C CD © 

CD CD CD O) O) 

O) □) D> a ^ 

LO O LO O CN 

cm m — — 

f / i 



Tetrade 

iezlA iezl+ tezl+ tezlA 




Generationen 
nach sporulation 1 



Telomer 
Apa I 
Fragment 




600 bp 
500 bp 

400 bp 
300 bp 

200 bp 
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Figur 6S 



met ser val tyr val val giu leu leu 
GCCAAGTTCCTGCACTGGCTG ATG AGT GTG TAC GTC GTC GAG CTG CTC 

10 20 
arg ser phe Dhe tyr val thr glu thr thr phe gin lys asn arg 
AGG TCT TTC TTT TAT GTC ACG GAG ACC ACG TTT CAA AAG AAC AGG 

30 

leu Dhe Dhe tyr arg lys ser val trp-ser lys leu gin ser lie 
CTC TTT TTC TAC CGG AAG AGT GTC TGG AGC AAG TTG CAA AGC ATT 

co 50 
aly ile arg gin his leu lys arg val gin leu arg glu leu ser 
GGA ATC AGA CAG CAC TTG AAG AGG GTG CAG CTG CGG GAG CTG TCG 

60 

glu ala glu val arg gin his arg glu ala arg pro ala leu leu 
GAA GCA GAG GTC AGG CAG CAT CGG GAA GCC AGG CCC GCC CTG CTG 

thr ser arg leu arg phe ile pro lys pro asp gly leu arg pro 
ACG TCC AGA CTC CGC TTC ATC CCC AAG CCT GAC GGG CTG CGG CCG 

90 

ile val asn met asD tyr val val gly ala arg thr phe arg arg 
ATT GTG AAC ATG GAC TAC GTC GTG GGA GCC AGA ACG TTC CGC AGA 

100 110 

glu lys ala glu arg leu thr ser arg val lys ala leu phe 

GAA AAG ARG GCC GAG CGT CTC ACC TCG AGG GTG AAG GCA CTG TTC 

120 

ser val leu asn tyr glu arg ala arg arg pro gly leu leu gly 
AGC GTG CTC AAC TAC GAG CGG GCG CGG CGC CCC GGC CTC CTG GGC 

130 140 

ala ser val leu gly leu asp asp ile his arg ala trp arg thr 
GCC TCT GTG CTG GGC CTG GAC GAT ATC CAC AGG GCC lGG CGC ACC 

Dhe val leu arg val arg ala gin asp pro pro pro glu leu tyr 
TTC GTG CTG CGT GTG CGG GCC CAG GAC CCG CCG CCT GAG CTG TAC 

160 170 

phe val lys val aso val thr gly ala tyr asp thr ile pro gin 

TTT GTC AAG GTG GAT GTG ACG GGC GCG TAC GAC ACC ATC CCC CAG 

asD arg leu thr glu val ile ala ser ile ile lys pro gin asn 
GAC AGG CTC ACG GAG GTC ATC GCC AGC ATC ATC AAA CCC CAG AAC 
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Figur 6S (Fortsetzung) 



SO 200 
_hr cvr cvs val arg arg cvr ala val val gin lys ala ala rr.ec 
ACG TAC TGC GTG CGT CGG TAT GCC GTG GTC CAG AAG GCC GCC ATG 

210 

gly thr ser ala arg oro ser arg ala chr ser cyr val gin cys 
GGC ACG TCC GCA AGG CCT TCA AGA GCC ACG TCC TAC GTC CAG TGC 



220 



230 



gin aiy ile oro gin glv ser ile leu ser chr leu leu cys ser 
CAG GGG ATC CCG CAG GGC TCC ATC CTC TCC ACG CTG CTC TGC AGC 

240 

leu cys cyr gly asD met glu asn lys leu phe ala gly ile arg 
CTG TGC TAC GGC GAC ATG GAG AAC AAG CTG TTT GCG GGG ATT' CGG 



250 

arg as 
CGG GAC 



260 



d gly leu leu leu arg leu val asp asp phe leu leu val 
C GGG CTG CTC CTG CGT TTG GTG GAT GAT TTC TTG TTG GTG 



270 

chr pro his leu chr his ala lys chr phe leu arg chr leu val 
a,CA CCT CAC CTC ACC CAC GCG AAA ACC TTC CTC AGG ACC CTG GTC 



280 



290 



arg glv val Dro glu Cyr gly cys val val asn leu arg lys chr 
CGA GGT GTC CCT GAG TAT GGC TGC GTG GTG AAC TTG CGG AAG ACA 

300" 

val val asn phe pro val glu aso glu ala leu gly gly chr ala 
GTG GTG AAC TTC CCT GTA GAA GAC GAG GCC CTG GGT GGC ACG GCT 



310 



320 



phe val gin met pro ala his gly leu phe pro crp cys gly leu 

TTT GTT CAG ATG CCG GCC CAC GGC CTA TTC CCC TGG TGC GGC CTG 

330 

leu leu aso thr arg thr leu glu val gin ser asp cyr ser ser 

CTG CTG GAT ACC CGG ACC CTG GAG GTG CAG AGC GAC TAC TCC AGC 



340 



350 



tyr ala arg thr ser ile arg ala ser leu thr phe asn arg gly 
TAT GCC CGG ACC TCC ATC AGA GCC AGT CTC ACC TTC AAC CGv. GGC 

360 ,,i 
Dhe lys ala gly arg asn met arg arg lys leu phe gly val leu 
TTC AAG GCT GGG AGG AAC ATG CGT CGC AAA CTC TTT GGG GTC TTG 



370 



380 



arg leu lys cys his ser leu phe leu asp l«u gin val asn ser 
CC6 CTG AAG TGT CAC AGC CTG TTT CTG GAT TTG CAG GTG AAC AGC 
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Fi?ur 68 (Fortsetzung) 



350 

leu gin chr val cvs chr asn ile cyr lys ile leu leu leu gin 
CTC CAG ACG GTG TGC ACC AAC ATC TAC AAG ATC CTC CTG CTG CAG 

4 00 410 

ala cvr arg Dhe his ala cvs val leu gin leu pro phe his gin 
GCG TAC AGG TTT CAC GCA TGT GTG CTG CAG CTC CCA TTT CAT CAG 

420 

gin val crp lys asn Dro his Dhe ser cys ala ser ser leu chr 
CAA GTT TGG AAG AAC CCA CAT TTT TCC TGC GCG TCA TCT CTG ACA 



430 



440 



arg leu Dro leu leu leu his pro glu ser gin glu arg arg asp 
CGG CTC CCT CTG CTA CTC CAT CCT GAA AGC CAA GAA CGC AGG .GAT 

4 50 

val ala gly gly gin gly arg arg arg pro ser ala leu arg gly 
GTC GCT GGG GGC CAA GGG CGC CGC CGG CCC TCT GCC CTC CGA GGC 

460 470 

arg ala val ala val oro pro ser ile pro ala gin ala asp ser 
CGT GCA GTG GCT GTG CCA CCA AGC ATT CCT GCT CAA GCT GAC TCG 

480 

chr Dro cvs his leu arg ala chr pro gly val chr gin asp ser 
ACA CCG TGT CAC CTA CGT GCC ACT CCT GGG GTC ACT CAG GAC AGC 

490 500 

oro aso ala ala glu ser glu ala pro gly asp asp ala asp cys 
CCA GAC GCA GCT GAG TCG GAA GCT CCC GGG GAC GAC GCT GAC TGC 

51-0 

Dro civ gly arg ser gin pro gly chr ala leu arg leu gin asp 
CCT GGA GGC CGC AGC CAA CCC GGC ACT GCC CTC AGA CTT CAA GAC 

520 530 

his Dro gly leu mec ala chr arg pro gin pro gj.y arg glu gin 

CAT CCT GGA CTG ATG GCC ACC CGC CCA CAG CCA GGC CGA GAG CAG 

540 

chr pro ala ala leu ser arg arg ala cyr chr ser gin gly gly 
ACA CCA GCA GCC CTG TCA CGC CGG GCT TAT ACG TCC CAG GGA GGG 

550 560 

arg gly gly pro his pro gly leu his arg crp glu ser glu ala 

AGG GGC GGC CCA CAC CCA GGC CTG CA£ CGC TGG GAG TCT GAG GCC 

554 
OP 

TGA GTGAGTGTTTGGCCGAGGCCTGCATGTCCGGCTGAAGGCTGAGTGTCCGGCTGAGGC 



CTGAGCGAGTGTCCAGCCAAGG 



GCTGAGTGTCCAGCACACCTGCGTTTTCACTTCCCCAC 
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Figur 68 (Fortsetzung) 
AGGCTGGCGTTCGGTCCACCCCAGGGCCAGCTTTTCCTCACCAGGAGCCCGGCTTCCACT 

CCCCACATAGGAATAGTCCATCCCCAGATTCGCCATTGTTCACCCTTCGCCCTGCCTTCC 

TTTGCCTTCCACCCCCACCATTCAGGTGGAGACCCTGAGAAGGACCCTGGGAGCTTTGGG 

AATTTGGAGTGACCAAAGGTGTGCCCTGTACACAGGCGAGGACCCTGCACCTGGATGGGG 

GTCCCTGTGGGTCAAATTGGGGGGAGGTGCTGTGGGAGTAAAATACTGAATATATGAGTT 

TTTCAGTTTTGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
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Figur 69 

Motiv-l 

Ep pi 23 ...LVVSLIRCFFYVTEQQKSYSKT... 
Sp Tezl ...FIIPILQSFFYITESSDLRNRT... 
Sc Est2 ...LIPKIIQTFFYCTEISSTVTIV... 
Hs TCP 1 ... YVVELLRSFFYVTETTFQKNRL... 
"consensus" FFY TE 

K 

Motiv o phhh K hRh R 

Ep pi 23 ...KSLGFAPGKLRLIPKKT-TFRPIMTFNKKIV..: 
Sp Tezl ...QKTTLPPAVIRLLPKKN--TFRLITNLRKRFL... 
Sc Est2 ...TLSNFNHSKMRJIPKKSNNEFRIIAJPCRGAD... 
Hs TCP1 ...ARPALLTSRLRFIPKPD--GLRPIVNMDYVVG... 
"consensus" R- RI 

AF 

M =>tiv a h hDh GY h 

Ep pi23 ...PKLFFATMDIEKCYDSVNREKXSTFLK... 
Sp Tezl ...RKKYFVRIDIKSCYDRIKQDLMFRIVK... 
Sc Est2 ...PEIYFMKFDVKSCYDSIPRMECMRILK... 
Hs TCP I ...PELYFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVI A...//... 

"consensus" F D YD 
Motiv B hPQG P S hh 

Ep p 1 23 ...NGKFYKQTKGIPQGLCVSSILSSF YYA... 
Sp Tezl ...GNSQYLQKVGIPQGSILSSFLCHFYME... 
Sc Est2 ...EDKCYIREDGLFQGSSLSAPIVDLVYD... 
Hs TCP I ...RATS YVQCQG1PQGSILSTLLCSLCYG... 
"consensus" G QG S 

Y 

Motiv c h F DDhhh 

Ep pi 23 ...PNVNLLMRLTDDYLLITTQEKN... 

SpTezl ...KKGSVLLRVVDDFLFITVNKJCD... 
Sc Est2 ...SQDTLILKLADDFLIISTDQQQ... 
Hs TCP I ...RRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTH... 
"consensus" DD L 

Motiv D Ghh cK 

Ep p 1 23 ...N VSRENGFKFNMKJCL... 

Sp Tez I ...LNLSLRGFEKHNFST... 

Sc Est2 ..-.KKLAMGGFQKYNAKA... 

HsTCPl ...LRTLVRGVPEYGCVV... 

"consensus" G 
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Figur 70 

DRA3 225 " 
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Figur 71 

I CCAGCGCTGC GTCCTGCTGC GCACGTGGGA AGCCCTGGCC CCGGCCACCC 
5 1 CCGCGATGCC GCGCGCTCCC CGCTGCCGAG CCGTGCGCTC CCTGCTGCGC 
101 AGCCACTACC GCGAGGTGCT GCCGCTGGCC ACGTTCGTGC GGCGCCTGGG 
1 5 1 GCCCCAGGGC TGGCGGCTGG TGCAGCGCGG GG ACCCGGCG GCTTTCCGCG 
201 CGNTGGTGGC CCANTGCNTG GTGTGCGTGC CCTGGGANGN ANGGCNGCCC 
25 1 CCCGCCGCCC CCTCCTTCCG CCAGGTGTCC TGCCTG AANG ANCTGGTGGC 
301 CCG AGTGCTG CANANGCTGT GCGANCGCGG CGCGAANAAC GTGCTGGCCT 
-351 TCGGCTTCGC GCTGCTGGAC GGGGCCCGCG GGGGCCCCCC CGAGGCCTTC 
40 1 ACC ACCAGCG TGCGCAGCTA CCTGCCC AAC ACGGTGACCG ACGCACTGCG 
45 1 GGGGAGCGGG GCGTGGGGGC TGCTGCTGCG CCGCGTGGGC GACGACGTGC 
50 1 TGGTTCACCT GCTGGCACGC TGCGCGNTNT TTGTGCTGGT GGNTCCCAGC 
55 1 TGCGCCTACC ANGTGTGCGG GCCGCCGCTG TACCAGCTCG GCGCTGCNAC 
601 TCAGGCCCGG CCCCCGCCAC ACGCTANTGG ACCCGAANGC GTCTGGGATC 
65 1 CAACGGGCCT GGAACCATAG CGTCAGGGAG GCCGGGGTCC CCCTGGGCTG 
70 1 CCAGCCCCGG GTGCGAGGAG GCGCGGGGGC AGTGCCAGCC GAAGTCTGCC 
75 1 GTTGCCCAAG AGGCCCAGGC GTGGCGCTGC CCCTGAGCCG GAGCGGACGC 
SO i CCGTTGGGCA GGGGTCCTGG GCCCACCCGG GCAGGACGCC TGGACCGAGT 
85 1 GACCGTGGTT TCTGTGTGGT GTCACCTGCC AGACCCGCCG AAGAAGCCAC 
90 1 CTCTTTGGAG GGTGCGCTCT CTGGC ACGCG CCACTCCCAC CCATCCGTGG 
95 1 GCCGCCAGCA CCACGCGGGC CCCCCATCCA CATCGCGGCC ACCACGTCCT 
1001 GGGACACGCC TTGTCCCCCG GTGTACGCCG AGACCAAGCA CTTCCTCTAC 
1051 TCCTCAGGCG ACAAGNACAC TGCGNCCCTC CTTCCTACTC AATATATCTG 
1 1 0 1 AGGCCC AGCC TG ACTGGCGT TCGGG AGGTT CGTGG AG AC A NTCTTTCTGG 
1151 TTCCAGGCCT TGGATGCCAG GATTCCCCGC AGGTTGCCCC GCCTGCCCCA 
1201 GCGNTACTGG CAAATGCGGC CCCTGTTTCT GGAGCTGCTT GGGAACCACG 
1251 CGC AGTGCCC CTACGGGGTG TTCCTC AAG A CGC ACTGCCC GCTGCG AGCT 
1301 GCGGTCACCC CAGCAGCCGG TGTCTGTGCC CGGGAGAAGC CCCAGGGCTC 
1351 TGTGGCGGCC CCCGAGGAGG AGGAACACAG ACCCCCGTCG CCTGGTGCAG 
1401 CTGCTCCGCC AGCACAGCAG CCCCTGGCAG GTGTACGGCT TCGTGCGGGC 
1451 CTGCCTGCGC CGGCTGGTGC CCCCAGGCCT CTGGGGCTCC AGGCACAACG 
1501 AACGCCGCTT CCTCAGG AAC ACCAAGAAGT TC ATCTCCCT GGGGAAGC AT 
1551 GCC AAGCTCT CGCTGCAGGA GCTGACGTGG AAGATGAGCG TGCGGGACTG 
1 60 1 CGCTTGGCTG CGCAGGAGCC CAGGGGTTGG CTGTGTTCCG GCCGCAGAGC 
165 1 ACCGTCTGCG TGAGGAGATC CTGGCCAAGT TCCTGCACTG GCTGATGAGT 
1 70 1 GTGTACGTCG TCGAGCTGCT CAGGTCTTTC TTTTATGTCA CGGAGACCAC 
1 75 1 GTTTCAAAAG AACAGGCTCT TTTTCTACCG GAAGAGTGTC TGG AGCAAGT- 
1 80 1 TGCAAAGCAT TGGAATCAGA CAGC ACTTGA AG AGGGTGCA GCTGCGGG AG 
1 85 1 CTGTCGGAAG CAGAGGTCAG GCAGCATCGG GAAGCCAGGC CCGCCCTGCT 
1901 G ACGTCC AG A CTCCGCTTCA TCCCC AAGCC TG ACGGGCTG CGGCCG ATTG 
1 95 1 TG AACATGG A CTACGTCGTG GGAGCCAGAA CGTTCCGC AG AG AAAAG AGG 
200 1 GCCGAGCGTC TCACCTCGAG GGTGAAGGCA CTGTTCAGCG TGCTCAACTA 
205 1 CGAGCGGGCG CGGCGCCCCG GCCTCCTGGG CGCCTCTGTG CTGGGCCTGG 
2101 ACG ATATCC A C AGGGCCTGG CGCACCTTCG TGCTGCGTGT GCGGGCCCAG 
2151 G ACCCGCCGC CTG AGCTGTA CTTTGTC A AG GTGGATGTGA CGGGCGCGTA 
220 1 CGACACCATC CCCCAGGACA GGCTCACGGA GGTCATCGCC AGCATC ATCA 
225 1 AACCCCAGAA CACGTACTGC GTGCGTCGGT ATGCCGTGGT CCAGAAGGCC 
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Figur 71 (Fortsetzuhg) 

7301 GCCCATGGGC ACGTCCGCAA GGCCTTCAAG AGCCACGTCT CTACCTTGAC 
23 5 1 AGACCTCC AG CCGTAC ATGC G AC AGTTCGT GGCTC ACCTG C AGG AN AAC A 
2401 GCCCGCTGAG GGATGCCGTC GTCATCGAGC AGAGCTCCTC CCTGAATGAG 
245 1 GCCAGCAGTG GCCTCTTCGA CGTCTTCCTA CGCTTC ATGT GCCACCACGC 
2501 CGTGCGCATC AGGGGCAAGT CCTACGTCCA GTGCCAGGGG ATCCCGCAGG 
255 1 GCTCCATCCT CTCCACGCTG CTCTGCAGCC TGTGCTACGG CGACATGGAG 
260 1 AACAAGCTGT TTGCGGGG AT TCGGCGGG AC GGGCTGCTCC TGCGTTTGGT 
265 1 GG ATG ATTTC TTGTTGGTGA CACCTCACCT CACCCACGCG A AA ACCTTCC 
270 1 TC AGG ACCCT GGTCCGAGGT GTCCCTG AGT ATGGCTGCGT GGTGAACTTG 
275 1 CGGAAGACAG TGGTGAACTT CCCTGTAG AA GACGAGGCCC TGGGTGGCAC 
230 1 GGCTTTTGTT CAG ATGCCGG CCC ACGGCCT ATTCCCCTGG TGCGGCCTGC 
285 1 TGCTGGATAC CCGGACCCTG GAGGTGCAGA GCGACTACTC CAGCTATGCC 
290 1 CGGACCTCCA TCAGAGCCAG TCTCACCTTC AACCGCGGCT TCA AGGCTGG 
295 1 GAGG AACATG CGTCGCAAAC TCTTTGGGGT CTTGCGGCTG AAGTGTCACA 
3001 GCCTGTTTCT GGATTTGCAG GTGAACAGCC TCCAGACGGT GTGCACCAAC 
305 1 ATCTACAAGA TCCTCCTGCT GCAGGCGTAC AGGTTTCACG CATGT GTGCT 
3 ! 0 1 GCAGCTCCCA TTTCATCAGC AAGTTTGG AA GAACCCCACA TTTTTCCTGC 
3151 GCGTCATCTC TG ACACGGCC TCCCTCTGCT ACTCCATCCT GAAAGCCAAG 
320 1 AACGCAGGGA TGTCGCTGGG GGCCAAGGGC GCCGCCGGCC CTCTGCCCTC 
325 1 CGAGGCCGTG CAGTGGCTGT GCCACCAAGC ATTCCTGCTC AAGCTGACTC 
3301 G AC ACCGTGT C ACCTACGTG CC ACTCCTGG GGTC ACTC AG GAC AGCCC AG 
3351 ACGCAGCTGA GTCGGAAGCT CCCGGGGACG ACGCTGACTG CCCTGGAGGC 
340 1 CGCAGCC AAC CCGGCACTGC CCTCAG ACTT CAAGACCATC CTGGACTG AT 
345 1 GGCCACCCGC CCACAGCCAG GCCGAGAGCA GACACCAGCA GCCCTGTC AC 
3 50 1 GCCGGGCTCT ACGTCCC AGG GAGGG AGGGG CGGCCCACAC CC AGGCCCGC 
355 1 ACCGCTGGGA GTCTGAGGCC TGAGTGAGTG TTTGGCCGAG GCCTGCATGT 
360 1 CCGGCTGAAG GCTdAGTGTC CGGCTGAGGC CTGAGCGAGT GTCCAGCC AA 
365 1 GGGCTGAGTG TCCAGCACAC CTGCCGTCTT CACTTCCCCA CAGGCTGGCG 
3701 CTCGGCTCCA CCCCAGGGCC AGCTTTTCCT CACCAGGAGC CCGGCTTCCA 
375 1 CTCCCCACAT AGGAATAGTC CATCCCCAG A TTCGCCATTG TTCACCCCTC 
3801 GCCCTGCCCTC'CTTTGCCTTCCACCCCCACCATCCAGGTG GAGACCCTGA 
385 1 GAAGGACCCT GGGAGCTCTG GGAATTTGGA GTGACCAAAG GTGTGCCCTG 
390 1 TACACAGGCG AGGACCCTGC ACCTGGATGG GGGTCCCTGT GGGTC AAATT 
395 1 GGGGGGAGGT GCTGTGGGAG TAAAATACTG AATATATGAG TTTTTCAGTT 
4001 TTGAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAA 
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Figur 72 (Fortsetzung) 
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Figur 74 

° met 



GCAGCGCTGCGTCCTGCTGCGCACGTGGGAAGCCCTGGCCCCGGCCACCCCCGCG AT 



20 



30 



40 



50 



6C 



10 

oro arc ala pro arg cvs arg ala val arg ser leu leu arg ser 
CCG CGC GCT CCC CGC TGC CGA GCC GTG CGC TCC CTG CTG CGC AGC 



his cyr arg clu val leu pro leu ala chr phe 'val arg arg leu 
CAC TAG CGC GAG GTG CTG CCG CTG GCC ACG TTC GTG CGG CGC CTG 



glv oro gin gly trp arg leu val gin arg giy asp pro ala ala 
GGG CCC CAG GGC TGC- CGG CTG GTG CAG CGC GGG GAC CCG GCC- GCT 



ohe arg ala leu val ala gin cys leu val cys val pro crp asp 
TTC CGC GCG CTG GTG GCC CAG TGC CTG GTG TGC GTG CCC TGG GAC 

70 

aia arg oro oro pro ala ala pro ser phe arg gin val ser cys 
GCA CGG CCG CCC CCC GCC GCC CCC TCC TTC CGC CAG GTG TCC TGC 

SO 90 
leu Ivs glu leu val aia arg val leu gin arg leu cys glu arg 
CTG AAG GAG CTG GTG GCC CGA GTG CTG CAG AGG CTG TGC GAG CGC 

100 

glv ala lys asn val leu ala phe gly phe ala leu leu asp gly 
GGC GCG AAG AAC GTG CTG GCC TTC GGC TTC GCG CTG CTG GAC GGG 

110 120 
ala arg gly gly pro pro glu ala phe thr thr ser val arg ser 
GCC CGC GGG GGC CCC CCC GAG GCC TTC ACC ACC AGC GTG CGC AGC 



cyr leu pro asn chr val chr asp ala leu arg gly ser gly ala 
TAC CTG CCC AAC ACG GTG ACC GAC GCA CTG CGG GGG AGC GGG GCG 
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140 150 
nrp gly leu leu leu arg arg val gly asp asp val leu val his 
TGG GGG CTG CTG CTG CGC CGC GTG GGG GAG GAC GTG CTG GTT CAC 

150 

leu leu ala arg cys ala leu phe val leu val ale pro ser cys 
CTG CTG GCA CGC TGC GCG C r i ' TTT GTG CTG GTG GOT CCC AGC TGC 

170 ISO 
ala tyr gin val cys gly pro pro leu cyr gin leu gly ala ala 
GCC TAG CAG GTG TGC GGG CCG CCG CTG TAC CAG CTC GGC GCT GCC 

190 

thr gin ala arg pro pro pro his ala ser giy pro arg arg arg 
ACT CAG GCC CGG CCC CCG CCA CAC GCT AGT GGA CCC CGA AGG CGT 

200 210 
leu gly cys glu arg ala crp asn his ser val arg glu ala gly 
CTG GGA TGC GAA CGG GCC TGG AAC CAT AGC GTC AGG GAG GCC GGG 

220 

val pro leu gly leu pro ala pro gly ala arg arg arg gly gly 
GTC CCC CTG GGC CTG CCA GCC CCG GGT GCG AGG AGG CGC GGG GG 



230 240 
ser ala ser arg ser leu pro leu pro lys arg pro arc arg gly 
AGT GCC AGC CGA AGT CTG CCG TTG CCC AAG AGG CCC AGG CGT GGC 

250 

ala ala pro glu pro glu arg chr pro val gly gin giy ser crp 
GCT GCC CCT GAG CCG GAG CGG ACG CCC GTT GGG CAG GGG TCC TGG 

250 270 
ala his pro gly arg chr arg gly pro ser asp arg gly phe cys 
GCC CAC CCG GGC AGG ACG CGT GGA CCG AGT GAC CGT GGT TTC TGT 

230 

val vai ser pro ala arg pro ala glu glu ala chr ser leu glu 
GTG GTG TCA CCT GCC AGA CCC GCC GAA GAA GCC" ACG TCT TTG GAG^ 



CH 689 672 A9 



290 

giy ala leu ser gly 
GGT GCG CTC TCT GGC 



glr. his his ala gly 
CAG CAC CAC GCG GGC 

320 

crp asp chr pro cys 
TGG GAC ACG CCT TGT 



leu cyr ser ser giy 
CTC TAC TCC TCA GGC 

350 

leu ser ser leu arg 
CTC AGC TCT CTG AGG 



glu chr iie phe leu 
GAG ACC ATC TTT GTG 

380 

arg arg leu pro arg 
CGC AGG TTG CCC CGC 

leu phe leu glu leu 
CTG TTT CTG GAG CTG 

410 

val leu leu lys chr 
GTG CTC CTC AAG ACG 



ala ala gly val cys 
GCA GCC GGT GTC TGT 
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chr arg his ser his 
ACG CGC CAC TCC CAC 

310 

pro pre ser chr ser 
CCC CCA TCC ACA TCG 



pro pro val cyr ala 
CCC CCG GTG TAC GCC 



asp lys glu gin leu 
GAC AAG GAG CAG CTG 



pro ser leu chr giy 
CCC AGC CTG ACT GGC 

370 

gly ser arg pro crp 
GGT TCC AGG CCC TGG 



leu pre glr. arg cyr 
CTG CCC CAG CGC TAC 

400 

leu gly asn his ala 
CTT GGG AAC CAC GCG 

his cys pro leu arg 
CAC TGC CCG CTG CGA 

430 

ala arg glu lys pro 
GCC CGG GAG AAG CCC 



300 

pro ser val gly arg 
CCA TCC GTG GGC CGC 



arg pro pro arg pro 
CGG CCA CCA CGT CCC 

330 

glu chr lys his phe 
GAG ACC AAG CAC TTC 



arg pro ser phe leu 
CGG CCC TCC TTC CTA 

350 

ala arg arg leu vai 
GCT CGG AGG CTC GTG 

mec pre gly chr pro 
ATG CCA GGG ACT CCC 

390 

crp gin mec arg pro 
TGG CAA ATG CGG CCC 



gin. cys pro Cyr gly 
CAG TGC CCC TAC GGG 

420 

aia aia val chr pro 
GCT GCG GTC ACC CCA 

gin gly ser vai ala 
CAG GGC TCT GTG GCG 
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ala ore glu glu glu asp chr asp pro arg arc leu val gin leu 
GCC CCC GAG GAG GAG GAC ACA GAC CCC CGT CGC CTG GTC- CAG CTG 



450 

i«u arg gin Ivs ser ser oro trD gin val cyr gly phe val arg 
CTC CGC CAG CAC AGC AGC CCC TGG CAG GTG TAC GGC TTC GTG CGG 



470 



480 



ala cvs leu arg arg leu val pro pre gly leu crp gly ser arg 
TGC CTG CGC CGG CTG GTG CCC CCA GGC CTC TGG GGC TCC AGG 



his asn glu arc arg phe leu 
CAC AAC GAA CGC CGC TTC CTC 

500 

leu gly lys his ala lys leu 
CTG GGG AAG CAT GCC AAG CTC 



490 

arg asn chr lys lys phe ile ser 
AGG AAC ACC AAG AAG TTC ATC TCC 

510 

ser leu gin glu leu chr crp lys 
TCG CTG CAG GAG CTG ACG TGG AAG 



520 

mec ser -val arg asp cys ala crp leu arg arg ser pro gly val 
ATC- AGC GTG CGG GAC TGC GCT TGG CTG CGC AGG AGC CCA GGG GTT 

530 540 
gly cys val oro ala ala glu his .arg leu arg glu glu ile leu 
GGC TGT GTT CCG GCC GCA GAG CAC CGT CTG CGT GAG GAG ATC CTG 



ala lys phe 
GCC AAG TTC 



leu arg ser 
CTC AGG TCT 



arg leu phe 
AGG CTC TTT 



ile gly lie 
ATT GGA ATC 



leu his crp 
CTG CAC TGG 

560 

phe phe cyr 
TTC TTT TAT 



phe Cyr arg 
TTC TAC CGG 

590 

arg gin his 
AC-A CAG CAC 



550 

leu mec ser 
CTG ATG AGT 



val chr glu 
GTC ACG GAG 

560 

pro ser val 
CCG AGT GTC 



leu lys arg 
TTG AAG AGG 



val cyr val 
GTG TAC GTC 



chr chr phe 
ACC ACG TTT 



crp ser lys 

TGG AGC AAG 



val gin ieu 
GTG CAG CTG 



vai glu leu 
GTC GAG CTG 

570 

gin lys asn 
CAA AAG AAC 



leu gin ser 
TTG CAA AGC 

500 

arg glu leu 
CGG GAG CTG 
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ser giu ala glu val 
TCG C-AA GCA GAG GTC 

620 

leu chr ser arg leu 
CTG ACG TCC AGA CTC 



pro ile val asn mec 
CCG ATT C-TG AAC ATG 

630 

arg glu Iys arg aia 
AGA GAA -AG AGG GCC 



phe ser val leu asn 
TTC AGC GTG CTC AAC 

680 

glv aia ser val leu 
C-GC GCC TCT GTG CTG 



chr phe val leu arg 
ACC TTC C-TG CTG GGT 

710 

tyr phe val iys val 
TAC TTT C-TC AAG GTG 



gin asp arg leu chr 
CAG GAC AGG CTC ACG 

740 

asn chr cyr cys val 
AAC ACG TAC TGC GTG 

his gly his val arg 
CAT GGG CAC GTC CGC 



610 

arg gin his arg glu 
AGG CAG CAT CGG GAA 

arg phe ile pro lys 
CGC TTC ATC CCC AAG 

640 

asp cyr val val gly 
GAC TAC GTC GTG GC-A 

glu arg leu chr ser 
GAG CGT CTC ACC TCG 

570 

cyr giu arg ala arg 
TAC GAG CGG GCC- CGG 



gly leu asp asp ile 
GGC CTG CAC GAT ATC 

700 

val arg ala gin asp 
GTG CGG GCC CAG GAC 

asp val chr gly ala 
GAT GTG ACG GGC C-CG 

720 

glu val lie ala ser 
GAG GTC ATC GCC AGC 

arg arg cyr ala val 
CGT CGGTAT GCC GTG 

760 

iys ala phi. iys ser 
AAG GCC TTC AAG AGC 



ala arg pre ala leu 
GCC AGG CCC GCC CTG 

630 

pro asp gly leu arc 
CGT GAC GGG CTG CGG 



ala arg chr phe arg 
GCC AGA ACG TTC CGC 

660 

arg val iys aia leu 
AGG GTG AAC- GCA CTG 



arc pro gly leu leu 
CGC CCC GGC CTC CTG 

690 

his arg ala crp arg 
CAC AC-C- GCC TGG CGC 



pro pro pro giu leu 
CCG CCG CCT GAG CTG 

720 

cyr asp chr ile pro 
TAC GAC ACC ATC CCC 



ile ile lys pro gin 
ATC ATC AAA CCC CAG 

750 

val gin iys ala aia 
GTC CAG AAG GCC GCC 



his val ser chr leu 
CAC GTC TCT ACC TTC- 
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770 

chr asp leu gin pro 
AC A GAC CTC CAG CCG 

glu chr ser pro ieu 
GAG ACC AGC CCG CTG 

500 

ser leu asn glu ala 
TCC CTG AAT GAG GCC 



phe mec cys his his 
TTC ATG TGC C.AC C.AC 

330 

clr. cys gin gly iie 
CAG TGC CAG GGG ATC 



cys ser ieu cys cyr 
TGC AGC CTG TGC TAC 

360 

lie arg erg asp gly 
ATT CGG CGG GAC GGG 



leu vai chr pro his 
TTG GTG ACA CCT CAC 

390 

ieu vai arg gly val 
CTG GTC CGA GGT GTC 



iys chr val val asn 
AAG ACA GTG GTG AAC 

920 

chr a la phe val gin 
ACG GCT TTT GTT CAG 



Figur 74(Fortsetzung) 



cyr mec arg gin phe 
TAC ATG CGA CAG TTC 

790 

arg asp ala val vai 
AGG GAT GCC GTC GTC 



ser ser gly leu phe 
AGC AGT GGC CTC TTC 

S20 

ala val arg ile arg 
GCC GTG CGC ATC AGG 



pro gin gly ser ile 
CCG CAG GGC TCC ATC 

850 

gly asp met glu asn 
GGC GAC ATG GAG AAC 



leu leu leu arg ieu 
CTG CTC CTG CGT TTG 

880 

leu chr his ala iys 
CTC ACC CAC GCG AAA 



pro glu cyr gly cys 
CCT GAG TAT GGC TGC 

910 

phe pro val glu asp 
TTC CCT GTA GAA GAC 



mec pre ala his gly 
ATG CCG GCC CAC GGC 



"80 

val ala his leu gin 
GTG GCT CAC CTG CAG 



ile glu gin ser ser 
ATC GAG CAG AGC TCC 

810 

asp vai phe leu arg 
GAC GTC TTC CTA CGC 

gly iys ser cyr val 
GGC AAG TCC TAC GTC 

840 

1 211 52-T Z.-^^* 2U *• SU. 
'- > <~pr* t. t* Apr /""7Y^ r^ r p'"* 

iys ieu phe ala gly 
AAG CTG TTT GCG GGG 

O I J 

val asp asp phe leu 
GTG GAT GAT TTC TTG 



chr phe ieu arg chr 
ACC TTC CTC AGG ACC 

900 

val val asn ieu arg 
GTG GTG AAC TTG CGG 



glu aia ieu gly gly 
GAG GCC CTG GGT GGC 

93C 

ieu phe pro crp cys 
CTA TTC CCC TGG TGC 



Figur 74 (Fortsetzung) 

giy ieu ieu ieu asp 
GGC CTG CTG CTG GAT 

950 

ser ser cyr ala arg 
TCC AGC TAT GCC CGG 



arg gly phe lys ala 
CGC GGC TTC AAG GCT 

980 

vai leu arg leu lys 
GTC TTG CGG CTG AAG 



asri ser leu gin chr 
AAC AGC CTC CAC- ACG 

1010 

leu gin ala cyr arg 
CTG CAG GCG 7 AC AGG 



his gin gin val crp 
CAT CAG CAA GTT TGG 

1040 

ser asp chr ala ser 
TCT GAC ACG GCC TCC 

ala gly met ser leu 
GCA GGC- ATG TCG CTG 

1070 

ser glu ala val gin 
TCC GAG GCC GTG CAG 



leu chr arg his arg 
CTG ACT CGA CAC CGT 
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940 

chr arg chr ieu glu 
ACC CGG ACC CTG GAG 



chr ser ile arg ala 
ACC TCC ATC AGA GCC 

970 

gly arg asn inec arg 
GGG AGG AAC ATG CG? 

cys his ser leu phe 
TGT CAC AGC CTG TTT 

1000 

val cys chr asn ile 
GTG TGC ACC AAC ATC 



phe his ala -ys val 
TTT CAC GCA TGT GTG 

1030 

lys asn pro chr phe 
AAG AAC CCC ACA TTT 



leu cys cyr ser ile 
CTC TGC TAC TCC ATC 

gly ala lys gly ala 
GGG GCC AAG GGC GCC 



crp ieu cys his gin 
TGG CTG TGC CAC CAA 

1090 

vai chr cyr vai pro 
GTC ACC TAC GTG CCA 



vai gin ser asp cyr 
GTG CAG AGC GAC TAC 

9 60 

ser vai chr phe asn 
AGT GTC ACC TTC AAC 



arg lys leu phe gly 
CGC AAA CTC TTT GGG 

S90 

leu asp ieu gin val 
CTG GAT TTG CAG GTG 



cyr lys ile leu ieu 
TAC AAG ATC CTC CTG 

1020 

ieu gin ieu pro phe 
CTG CAG CTC CCA TTT 



phe ieu arg val ile 
TTC CTG CGC GTC ATC 

1050 

ieu lys ala lys asn 
CTG AAA GCC AAG AAC 



aia gly pro leu pro 
GCC GGC CCT CTG CCC 

1080 

ala phe leu leu lys 
GCA TTC CTG CTC AAG 



ieu leu gly ser leu 
CTC CTG GGG TCA CTC 



CH 689 672 A9 



Figure 74 (Fortsetzung) 

HOG iilO 
arg chr ala gin thr gin leu ser arg lys ieu pro gly chr thr 
AGG AC A GCC CAG ACG CAG CTG AG? CGG AAG CTC CCG GGC- ACG ACG 

1120 

leu thr ala leu glu ala ala ala. asn pre ala leu pre ser asp 
CTG ACT GCC CTG GAG GCC GCA GCC AAC CCG GCA CTG CCC TCA GAC 

1130 1132 
one lys chr lie leu asp O? 

TTC AAC- ACC ATC CTG GAC TGA TGGCCACCCGCCCACAC-CCAC-GCCGAGAGCAGA 

CACCAGCAGCCCTGTCACGCCGGGCTCTACGTCCCAGGGAGGGAGGGGCGGCCCACACCC 

AGGCCCGCACCGCTGGGAGTCTGAGGCCTGAGTGAGTGTTTGGCCGAGGCCTGCATGTCC 

GC : CTGAAGGCTGAGTGTCCGGCTGAGGCCTGAGCGAGTGTCCA.GCCA.-.GGGCTGAGTGTC 

CAGCACACCTC-CCGTCTTCACTTCCCCACAGGCTGGCGCTCGGCTCCACCCCAGGGCCAG 

CTTTTCYTCACCAGGAGCCCGGCTTCCACTCCCCACATAGGAATAGTCCATCCCCAGATT 

CGCCATTGTTCACCCYTCGCCCTGCCYTCCTTTGCCTTCCACCCCCACCATCCAGGTGGA 

GACCCTGAGAAGGACCCTGGGAGCTCTGGGAATTTGGAGTGACCA.A\GGTGTGCCCTGTA 

CACAGGCGAGGACCCTGCACCTGGATGGGGGTCCCTGTGGGTCAA. a '.T7GGGGGGAGGTGC 

l^TGGGAGTAJLAATACTGA-ATATATGAGT 

AAAAAAAAAA 
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KARTE DER RESTRICTIONS -STELLEN UND BEREICHE VON DNA 

DGRN144.4 



3601 ATCGATTGGGCCCGAGATCTCGCGCGCGAGGCCTGCCATGGGACCCACTGCAGGGGCAGC 
TAGCTAACCCGGGCTCTAGAGCGCGCGCTCCGGACGGTACCCTGGGTGACGTCCCCGTCG 

3615 3636 
BGL2 NCOl 

3661 TGGGANGCTGCAGGCTTCAGGTCCCAGTGGGGTTGCCATCTGCCAGTAGAAACCTGATGT 
ACCCTNCGACGTCCGAAGTCCAGGGTCACCCCAACGGTAGACGGTCATCTTTGGACTACA 

3721 AGAATCAGGGCGCG AGTGTGGACACTGTCCTG AATCTCAATGTCTCAGTGTGTGCTGAAA 
TCTTAGTCCCGCGCTCACACCTGTGACAGGACTTAGAGTTACAGAGTCACACACGACTTT 

3 781 CATGTAGAAATTAAAGTCCATCCCTC CTACTCTACTGGGATTGAG CCCCTTCCCTATCCC 
GTACATCTTTAATTTCAGGTAGGGAGGATGAGATGACCCTAACTCGGGGAAGGGATAGGG 

3841 CCCCCAGGGGCAGAGGAGTTCCTCTCACTCCTGTGGAGGAAGGAATGATACTTTGTTATT 
GGGGGTCCCCGTCTCCTCAAGGAGAGTGAGGACACCTCCTTCCTTACTATGAAACAATAA 



3 901 TTTCACTGCTGGTACTGAATCCACTGTTTCATTTGTTGGTTTGTTTGTTTTGTTTTGAGA 
AAAGTGACGACCATGACTTAGGTGACAAAGTAAACAACCAAACAAACAAAACAAAACTCT 



3961 AGCGGTTTCACTCTTGTTGCTCAGGCTGGANGGAGTGCAATGGCGCGATCTTGGCTTACT 
TCGCCAAAGTGAGAACAACGAGTCCGACCTNCCTCACGTTACCGCGCTAGAACCGAATGA 

ALU 

4021 GCAGCCTCTGCCTCCCAGGTTCAAGTGATTCTCCTGCTTCCGCCTCCCATTTGGCTGGGA 
CGTCGGAGACGGAGGGTCCAAGTTCACTAAGAGGACGAAGGCGGAGOGTAAACCGACCCT 



4081 TTACAGGCACCCG CCACCATGCC CAG CTAATTTTTTGTATTTTTAGT ANANACNGGGGTG 
AATGTCCGTGGGCGGTGGTACGGGTCGATTAAAAAACATAAAAATCATNTNTGNCCCCAC 



4141 GGGGTGG^CT^CATGTTGGCCAAGCTGGTCTCGAACTTCTGAACTCAGATGATCCANC 
CCCCACCCCZAAGTGTACAACCGGTTCGACCAGAGCTTGAAGACTTGAGTCTACTAGGTNG 

LU 

aa = 33 = 3DBafla 3 s = n B s = = aa«aa = sa = s» = a = = ass = S!!ai:a " S3 = :! = - a!! = = 

4201 TGCCTCTGCCTCCTAAAATTGCTGGGATTACAGGTGTNANCCACCATGCCCAACTCAAAA 
ACGGAGACGGAGGATTTTAACGACCCTAATGTCCACANTNGGTGGTACGGGTTGAGTTTT 
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4251 TTTACTCTGTTTANAAACATCTGGGTCTAAGGTAGGAANCTCACCCCACTCAATTTTTGT 
AAATGAGACAAATNTTTGTAGACCCAGATTCCATCCTTNGAGTGGGGTGAGTTAAAAACA 

4321 GGTGTTTTTAAGCCAATNANAAAATTTTTTNATGTTGTTTNN^ 
CCACAAAAATTCGGTTAOT'NTTTTAAAAAANTACAACA^^ 

4381 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^ 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^^ 

4441 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^ 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^^ 

4501 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNltt^^ 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^ 

4561 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^ 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^ 

4621 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNl^^ 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^^ 

4 681 NNNIJNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^ 

4741 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^ 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^ 

4801 NNNNNbn^NNNNNNNNNNNNNNNNNN^^ 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^ 

4861 NNNNNNNNNNNNNNNNNNIJNNNNNNNNNN^ 
NNNNNNNNNNNNNNNN>INNNNNNNNN 

4921 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^^ 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^ 

4 981 NNNNNNNNNNKttttJNNNNNNN^^ 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN^ 

5041 NGCCANGRAGGGGGCCAGGTTCCAANTTCCCAACCKITTTWGGARGGACNGCCCCCAG^ 
NCGGTNCYTCCCCCGGTCCAAGGTTNAAGGGTTGGMAAAAWCCTYCCTGNCGGGGGTCCC 

5101 GGGGATRAACAGANTNGGGGGKGGTWGGGTTNAKGGTGGGAACNCCTTNGCGCCTGGAG 
CCCCTAYTTGTCTNANCCCCCMCCAWCCCAANTMCCACCCTTGNGGAANCGSCGGACCTC 

5161 AACGTGCAAAGAGGAAATGAAGGGCCTGKGTCAAGGAGCCCAAGTNGGCGGGGRAGTTTG 
TTGCACGTTTCTCCTTTACTTCCCGGACMCAGTTCCTCGGGTTCANCCGCCCCYTCAAAC 



5221 CAGGGAGGCACTCCGGGGAGGTCCSGCGTGCCCGTCCAAGGGAGCAATGCGTCCTTCGGG 
GTCCCTCCGTGAGGCCCCTCCAGGSCGCACGGGCAGGTTCCCTCGTTACGCAGGAAGCCC 

52 81 TTCGTCCCCAWGCCGCGTCTACGCGCCTYCCGTCCTCCCCTTCACGTTCCGGCATTCGTG 
AAGCAGGGGTWCGGCGCAGATGCGCGGARGGCAGGAGGGGAAGTGCAAGGCCGTAAGCAC 
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5341 GTGCCCGGAGCCCGACGCCCCGCGTCCGGACCTGGAGGCAGCCCTGGGTCTCCGGATCAG 
CACGGGCCTCGGGCTGCGGGGCGCAGGCCTGGACCTCCGTCGGGACCCAGAGGCCTAGTC 

5401 GCCAGCGGCCAAAGGGTCGCCGCACGCACCTGTTCCCAGGGCCTCCACATCATGGCCCCT 
CGGTCGCCGGTTTCCCAGCGGCGTGCGTGGACAAGGGTCCCGGAGGTGTAGTACCGGGGA 

5461 CCCTCGGGTTACCCCACAGCCTAGGCCGGATTCGACCTCTCTCCGCTGGGGCCCTCGCCT 
GGG AGCCCAATGGGGTGTCGGATCCGGCCTAAGCTGGAG AG AGGCG AC CCCGGGAGCGGA 

Spl 

******** 

5521 GGCGTCCCTGCACCCTGGGAGCGCGAGCGGCGCGCGGG CGGGG AAGCGCGGCCCATACCC 
CCGCAGGGACGTGGGACCCTCGCGCTCGCCGCGCGCCCGCCCCTTCGCGCCGGGTATGGG 

5581 CCGGGTCCGCCCGGAAGCAGCTGCGCTGTCGGGGCCAGGCCGGGCTCCCAGTGGATTCGC 
GGCCCAGGCGGGCCTTCGTCGACGCGACAGCCCCGGTCCGGCCCGAGGGTCACCTAAGCG 

TopO_II_ Spaltung 
****************** 
5641 GGGCACAGACGCCCAGGACCGCGCTTCCCACGTGGCGGAAGGACTGGGGACCCGGGCACC 
CCCGTGTCTGCGGGTCCTGGCGCGAAGGGTGCACCGCCTTCCTGACCCCTGGGCCCGTGG 



E2F 
** ****** 

5701 CGTCCTGCCCCTTCACCTTCCAGCTCCGCTTCTTCCGCGCGGACCCGGCCCCGTCCCGAA 
GCAGGACGGGGAAGTGGAAGGTCGAGGCGAAGAAGGCGCGCCTGGGCCGGGGCAGGGCTT 

E 

**** 

5761 CCCTTCCCAGGTCCCGGCCCAGCCCCTTCCGGGCCCTCCC^GCCCCrCCCCTTCCTTTTC 
GGGAAGGGTCCAGGGCCGGGTCGGGGAAGGCCCGGGAGGGTCGGGGAGGGGAAGGAAAAG 
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Spl 



2 ^ NFkB h 

**+★# + * + * + + * + + * + + + + 

5821 CGCGGCCCCGCCCTCTCCTTCGCGGCGCGAGTTTCAGGCAGCGCTGCGTCCTGCTGCGCA 
GCGCCGGGGCGGGAGAGGAAGCGCCGCGCTCAAAGTCCGTCGCGACGCAGGACGACGCGT 

5860 5875 
EC047III FSP1 

TRT5 ' 

5881 CGTGGGAAGCCCTGGCCCCGGCCACCCCCGCGATGCCGCGCGCTCCCCGCTGCCGAGCCG 
GCACCCTTCGGGACCGGGGCCGGTGGGGGCGCTACGGCGCGCGAGGGGCGACGGCTCGGC 

5941 TGCGCTCCCTGCTGCGCAGCCACTACCGCGAGGTGCTGCCGCTGGCCACGTTCGTGCGGC 
ACGCGAGGGACGACGCGTCGGTGATGGCGCTCCACGACGGCGACCGGTGCAAGCACGCCG 

5953 
FSP1 



6001 GCCTGGGGCCCCAGGGCTGGCGGCTGGTGCAGCGCGGGGACCCGGCGGCTTTCCGCGCGC 
CGGACCCCGGGGTCCCGACCGCCGACCACGTCGCGCCCCTGGGCCGCCGAAAGGCGCGCG 

6061 TGGTGGCCCAGTGCCTGGTGTGCGTGCCCTGGGACGCACGGCCGCCCCCCGCCGCCCCCT 
ACCACCGGGTCACGGACCACACGCACGGGACCCTGCGTGCCGGCGGGGGGCGGCGGGGGA 

NFkB 



6121 CCTTCCGCCAGGTGGGCCTCCCCGGGGTCGGCGTCCGGCTGGGGTTGAGGGCGGCCGGGG 
GGAAGGCGGTCCACCCGGAGGGGCCCCAGCCGCAGGCCGACCCCAACTCCCGCCGGCCCC 

Topo_J.I_ Spaltung 



NFkB 

Intronl 



6181 GGAACCAGCGACATGCGGAGAGCAGCGCAGGCGACTCAGGGCGCTTCCCCCGCAGGTGTC 
CCTTGGTCGCTGTACGCCTCTCGTCGCGTCCGCTGAGTCCCGCGAAGGGGGCGTCCACAG 

ite 



6241 CTGCCTGAAGGAGCTGGTGGCCCGAGTGCTGCAGAGGCTGTGCGAGCGCGGCGCGAAGAA 
GACGGACTTCCTCGACCACCGGGCTCACGACGTCTCCGACACGCTJCGCGCCGCGCTTCTT 



• 
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6301 CGTGCTGGCCTTCGGCTTCGCGCTGCTGGACGGGGCCCGCGGGGGCCCCCCCGAGGCCTT 
GCACGACCGGAAGCCGAAGCGCGACGACCTGCCCCGGGCGCCCCCGGGGGGGCTCCGGAA 

6361 CACCACCAGCGTGCGCAGCTACCTGCCCAACACGGTGACCGACGCACTGCGGGGGAGCGG 
GTGGTGGTCGCACGCGTCGATGGACGGGTTGTGCCACTGGCTGCGTGACGCCCCCTCGCC 

6372 
FSP1 

6421 GGCGTGGGGGCTGCTGCTGCGCCGCGTGGGCGACGACGTGCTGGTTCACCTGCTGGCACG 
CCGCACCCCCGACGACGACGCGGCGCACCCGCTGCTGCACGACCAAGTGGACGACCGTGC 

6481 CTGCGCGCTCTTTGTGCTGGTGGCTCCCAGCTGCGCCTACCAGGTGTGCGGGCCGCCGCT 
GACGCGCGAGAAACACGACCACCGAGGGTCGACGCGGATGGTCCACACGCCCGGCGGCGA 

6541 GTACCAGCTCGGCGCTGCCACTCAGGCCCGGCCCCCGCCACACGCTAGTGGACCCCGAAG 
CATGGTCGAGCCGCGACGGTGAGTCCGGGCCGGGGGCGGTGTGCGATCACCTGGGGCTTC 

6601 GCGTCTGGGATGCGAACGGGCCTGGAACCATAGCGTCAGGGAGGCCGGGGTCCCCCTGGG 
CGCAGACCCTACGCTTGCCCGGACCTTGGTATCGCAGTCCCTCCGGCCCCAGGGGGACCC 

6661 CCTGCCAGCCCCGGGTGCGAGGAGGCGCGGGGGCAGTGCCAGCCGAAGTCTGCCGTTGCC 
GGACGGTCGGGGCCCACGCTCCTCCGCGCCCCCGTCACGGTCGGCTTCAGACGGCAACGG 

6721 CAAGAGGCCCAGGCGTGGCGCTGCCCCTGAGCCGGAGCGGACGCCCGTTGGGCAGGGGTC 
GTTCTCCGGGTCCGCACCGCGACGGGGACTCGGCCTCGCCTGCGGGCAACCCGTCCCCAG 

6781 CTGGGCCCACCCGGGCAGGACGCGTGGACCGAGTGACCGTGGTTTCTGTGTGGTGTCACC 
GACCCGGGTGGGCCCGTCCTGCGCACCTGGCTCACTGGCACCAAAGACACACCACAGTGG 

6841 TGCCAGACCCGCCGAAGAAGCCACCTCTTTGGAGGGTGCGCTCTCTGGCACGCGCCACTC 
ACGGTCTGGGCGGCTTCTTCGGTGGAGAAACCTCCCACGCGAGAGACCGTGCGCGGTGAG 

6901 CCACCCATCCGTGGGCCGCCAGCACCACGCGGGCCCCCCATCCACATCGCGGCCACCACG 
GGTGGGTAGGCACCCGGCGGTCGTGGTGCGCCCGGGGGGTAGGTGTAGCGCCGGTGGTGC 

6961 TCCCTGGGACACGCCTTGTCCCCCGGTGTACGCCGAGACCAAGCACTTCCTCTACTCCTC 
AGGGACCCTGTGCGGAACAGGGGGCCACATGCGGCTCTGGTTCGTGAAGGAGATGAGGAG 

7021 AGGCGACAAGGAGCAGCTGCGGCCCTCCTTCCTACTCAGCTCTCTGAGGCCCAGCCTGAC 
TCCGCTGTTCCTCGTCGACGCCGGGAGGAAGGATGAGTCGAGAGACTCCGGGTCGGACTG 

7081 TGGCGCTCGGAGGCTCGTGGAGACCATCTTTCTGGGTTCCAGGCCCTGGATGCCAGGGAC 
ACCGCGAGCCTCCGAGCACCTCTGGTAGAAAGACCCAAGGTCCGGGACCTACGGTCCCTG 

7141 TCCCCGCAGGTTGGCCCGCCTGCCCCAGCGCTACTGGCAAATGCGGCCCCTGTTTCTGGA 
AGGGGCGTCCAACGGGGCGGACGGGGTCGCGATGACCGTTTACGCCGGGGACAAAGACCT 

7167 

EC04 7III 

7201 GCTGCTTGGGAACCACGCGCAGTGCCCCTACGGGGTGCTCCTCAAGACGCACTGCCCGCT 
CGACGAACCCTTGGTGCGCGTCACGGGGATGCCCCACGAGGAGTTCTGCGTGACGGGCGA 



# 
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7261 GCGAGCTGCGGTCACCCCAGCAGCCGGTGTCTGTGCCCGGGAGAAGCCCCAGGGCTCTGT 
CGCTCGACGCCAG7GGGGTCGTCGGCCACAGACACGGGCCCTCTTCGGGGTCCCGAGACA 

7321 GGCGGCCCCCGAGGAGGAGGACACAGACCCCCGTCGCCTGGTGCAGCTGCTCCGCCAGCA 
CCGCCGGGGGCTCCTCCTCCTGTGTCTGGGGGCAGCGGACCACGTCGACGAGGCGGTCGT 

7381 CAGCAGCCCCTGGCAGGTGTACGGCTTCGTGCGGGCCTGCCTGCGCCGGCTGGTGCCCCC 
GTCGTCGGGGACCGTCCACATGCCGAAGCACGCCCGGACGGACGCGGCCGACCACGGGGG 

7441 AGGCCTCTGGGGCTCCAGGCACAACGAACGCCGCTTCCTCAGGAACACCAAGAAGTTCAT 
TCCGGAGACCCCGAGGTCCGTGTTGCTTGCGGCGAAGGAGTCCTTGTGGTTCTTCAAGTA 

7501 CTCCCTGGGGAAGCATGCCAAGCTCTCGCTGCAGGAGCTGACGTGGAAGATGAGCGTGCG 
GAGGGACCCCTTCGTACGGTTCGAGAGCGACGTCCTCGACTGCACCTTCTACTCGCACGC 

***★*★***+**+**********★******* 

7561 GGACTGCGCTTGGCTGCGCAGGAGCCCAGGTGAGGAGGTGGTGGCCGTCGAGGGCCCAGG 
CCTGACGCGAACCGACGCGTCCTCGGGTCCACTCCTCCACCACCGGCAGCTCCCGGGTCC 

7575 
FSP1 

Intron2 

★★♦★★★♦★♦★♦♦★♦★♦★♦★★**#*****++**************************+*** 

7621 CCCCAGAGCTGAATGCAGTAGGGGCTCAGAAAAGGGGGCAGGCAGAGCCCTGGTCCTCCT 
GGGGTCTCGACTTACGTCATCCCCGAGTCTTTTCCCCCGTCCGTCTCGGGACCAGGAGGA 



76 81 GTCTCCATCGTCA.CGTGGGCACACGTGGCTTTTCGCTCAGGACGTCGAGTGGACACGGTG 
CAGAGGTAGCAGTGCACCCGTGTGCACCGAAAAGCGAGTCCTGCAGCTCACCTGTGCCAC 



**> 

7741 ATCGAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCGTAATCATGGTCATA 
TAGCTCCAGCTGAGATCTCCTAGGGGCC CATGG CTCGAG CTTAAGCATTAGTACCAGTAT 



7747 
SAL1 



